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1.1.1 Die hämatopoetische Stammzelltransplantation 
 
Die Entdeckung und Weiterentwicklung der hämatopoetischen Stammzelltransplantation 
(HSZT) war einer der Meilensteine des medizinischen Fortschritts der letzten Jahrzehnte [1, 2]. 
Waren die ersten Versuche in den 1950er und 1960er Jahren noch in einem höchst 
experimentellen Kontext mit schwer kontrollierbaren Nebenwirkungen zu sehen, so 
entwickelte sich ab den 1980er Jahren daraus eine Standardtherapie für zahlreiche Indikationen, 
die aus der modernen Medizin nicht mehr wegzudenken ist [2, 3].  
Die HSZT ist ein regenerativer und oft der einzige kurative Ansatz für viele hämatologische 
und immunologische Krankheitsbilder [3]. Dazu gehören akute und chronische 
lymphoblastische sowie myeloblastische Leukämien, Lymphome und 
Knochenmarkserkrankungen wie myelodysplastische Syndrome oder aplastische Anämien [4–
6]. Zudem können solide Tumoren, rheumatoide Erkrankungen und andere 
Autoimmunerkrankungen sowie angeborene und erworbene Immundefekte die HSZT im 
therapeutischen Algorithmus beinhalten [4–8]. Jedoch kann die Transplantation mit 
erheblichen Nebenwirkungen verbunden sein [4, 6]. 
Grundsätzlich unterscheidet man unterschiedliche Formen der Stammzelltransplantation [1, 9, 
10]: Bei der autologen Stammzelltransplantation werden dem Patienten eigene 
Knochenmarkstammzellen entnommen, bevor dieser entsprechend der Erkrankung mit 
spezifischen Chemotherapeutika oder Bestrahlung behandelt und anschließend mit dem 
autologen Transplantat transfundiert wird, um eine hämatopoetische Rekonstitution zu 
ermöglichen [10, 11]. Als syngene Stammzelltransplantation bezeichnet man die 
Transplantation von Zellen zwischen eineiigen Zwillingen [12]. Eine xenogene 
Transplantationen beschreibt den Zelltransfer zwischen unterschiedlichen Spezies und wird im 
Rahmen experimenteller Studien untersucht [13]. Bei der allogenen hämatopoetischen 
Stammzelltransplantation werden Zellen eines Spenders der gleichen Spezies nach 




Komplikationen wie die Graft-versus-Host-Krankheit (GvHD) insbesondere beim Menschen 
durch die allogene HSCT hervorgerufen werden, wird diese nachfolgend näher erläutert [1, 14]. 
 
1.1.2 Die allogene Stammzelltransplantation 
 
Die allogene Stammzelltransplantation basiert auf der Übertragung von CD34+ 
Knochenmarkstammzellen eines gesunden Spenders auf den Patienten, nachdem dieser einer 
Konditionierungstherapie unterzogen wurde [9, 15]. Dabei wird mittels Ganzkörperbestrahlung 
oder durch Chemotherapeutika zum einen das körpereigene hämatopoetische System eliminiert 
[9]. Zum anderen werden dadurch Immunzellen zerstört, um eine Transplantatabstoßung zu 
verhindern, sowie entartete Zellen einer malignen Grunderkrankung vernichtet [15].  
Man unterscheidet zwischen myeloablativer, nicht-myeloablativer und reduced intensity 
Konditionierung [15, 16]. Bei der myeloablativen Konditionierung wird in der Regel eine 
Hochdosis-Ganzkörperbestrahlung mit der Gabe eines alkylierenden Wirkstoffes (z. B. 
Cyclophosphamid) kombiniert [15, 16]. Die Behandlung führt innerhalb von Tagen zu einer 
schweren Panzytopenie [16]. Diese intensive Methode ist aber aufgrund der Myelotoxizität mit 
einer höheren Morbidität und Mortalität verbunden [15]. 
Nicht-myeloablative Konditionierung erfolgt durch die Kombination niedriger dosierter 
Ganzkörperbestrahlung mit einem immunsuppressiv wirkenden Chemotherapeutikum (z. B. 
Fludarabin) [15–19]. Diese Behandlung wirkt in einem geringeren Ausmaß myelotoxisch und 
führt zu einer milden Panzytopenie [16, 17].  
Reduced intensity Konditionierung kann als Zwischenstufe der beiden vorher genannten 
Verfahren gesehen werden. Die Myelotoxizität ist geringer als bei der myeloablativen 
Konditionierung, führt aber zu einer stärkeren Panzytopenie als die nicht-myeloablative 
Therapie [15, 16]. Diese Methode wird daher bevorzugt bei älteren Patienten mit 
Komorbiditäten eingesetzt und ermöglicht die breitere Anwendung der HSZT [20]. Es wird 
hierbei in der Regel eine alkylierende Substanz (z. B. Cyclophosphamid) mit einem Nukleotid-
Analogon (z. B. Fludarabin) kombiniert, jedoch werden die Therapieregime fortlaufend 
weiterentwickelt und um neue Wirkstoffe ergänzt [16, 21]. Welches Konditionierungsverfahren 
im jeweiligen Fall zur Anwendung kommt, hängt von zahlreichen Faktoren wie der Art der 
Grunderkrankung, dem Krankheitsstadium sowie vom Alter des Patienten und dessen 




Nach der Konditionierung besetzen die transplantierten gesunden Stammzellen die frei 
gewordene Nische im Knochenmark und führen zur Rekonstitution einer regelrechten 
Hämatopoese [15]. Verbleibende Tumorzellen des Empfängers werden ferner durch die 
applizierten Immunzellen des Transplantats eliminiert. Diese Reaktion wird auch als Graft-
versus-Tumor- (GvT) oder Graft-versus-Leukämie- (GvL) Effekt bezeichnet (siehe auch Punkt 
1.1.6) [15, 16, 22]. 
Wichtig für den therapeutischen Erfolg einer allogenen HSZT ist die Analyse und der Abgleich 
der humanen Leukozytenantigen- (HLA) Typen zwischen Spender und Empfänger vor 
Transplantation [6, 23, 24]. Die für die Immunantwort wichtigsten HLA-Gene sind HLA-A, -
B, -C (HLA Klasse I) -DP, -DQ und –DR (HLA Klasse II) [23–26]. Diese sind geclustert auf 
Chromosom 6 lokalisiert [6, 15, 25, 27, 28]. Sie zeigen einen ausgeprägten 
Genpolymorphismus und sind ein wichtiger prognostischer Faktor für eine erfolgreiche 
allogene HSZT [6, 15, 23, 29, 30].  
Unterschiede im HLA-Typ zwischen Empfänger und Spender führen zu vermehrtem 
Transplantatversagen sowie verspäteter Immunrekonstitution und erhöhen das Risiko einer 
Immunreaktion des neuen Spenderimmunsystems gegen Gewebe des Empfängers [6, 15, 31–
33]. Diese zuletzt genannte gefürchtete Komplikation einer allogenen HSZT bezeichnet man 
als Graft-versus-Host-Krankheit. Von der unerwünschten GvHD unterscheidet man den 
vorteilhaften GvT- oder GvL-Effekt [6, 15, 31–33]. Dieser kann durch die Reaktion des 
Spenderimmunsystems auf unterschiedliche HLA-Merkmale vermittelt werden [15, 34]. Neben 
den HLA-Molekülen kann eine GvHD bzw. ein GvL-Effekt auch über sogenannte Neben-
Histokompatibilitätsantigene oder minor-HLA-Moleküle vermittelt werden [34–36]. Beide 
Entitäten (GvHD/GvL), die jeweils beteiligten Zellpopulationen und deren Effektorfunktionen 
werden im weiteren Verlauf ausführlich beschrieben.  
Genetisch identische Individuen (eineiige Zwillinge) und Geschwister, die eine 
Wahrscheinlichkeit von 25 % haben, HLA-identisch (HLA-matched) zu sein, werden bevorzugt 
bei der Spendersuche berücksichtigt [15, 37]. Wird im Familienkreis kein passender Spender 
gefunden, kann auf Spenderdatenbanken zur Suche nach nicht-verwandten HLA-identischen 
Spendern zurückgegriffen werden [15, 37]. Für die Typisierung werden Genloci HLA-A, -B, -
C, und -DRB1 und -DQB1 berücksichtigt [15, 37–39]. Ein  HLA-DQB1 mismatch dürfte 
insgesamt mit keiner verminderten Überlebenswahrscheinlichkeit einhergehen [37–40]. Als 




beider Allele auf allen vier bzw. fünf HLA-Loci [15, 37]. Wird kein Spender mit vollständiger 
Übereinstimmung gefunden, kann nach einem mismatched Spender gesucht werden (7/8 bzw. 
9/10 Allelen übereinstimmend) [37, 39]. Außerdem können sogenannte haploidentisch 
verwandte Spender (4-7/8 bzw. 5-9/10 Allele übereinstimmend), also Geschwister und Eltern, 
einbezogen werden, die in der Regel sofort verfügbar sind, andererseits aber eine zusätzliche 
Behandlung des Empfängers mit Zytostatika (z. B Cyclophosphamid) erfordern, um dessen 
GvHD-Risiko zu senken [15, 37, 41].  
Neben dem HLA-Genotyp hat auch die Stammzellquelle Einfluss auf die Rekonstitution der 
Hämatopoese [6, 15]. Neben Knochenmarkzellen, die durch Punktion am Beckenkamm 
gewonnen werden, können mittels granulocyte colony stimulating factor (G-CSF) aus dem 
Knochenmark mobilisierte Stammzellen (PBSC - pheriphal blood stem cells) sowie 
Nabelschnurblutstammzellen für die Transplantation verwendet werden [6, 15]. Die klinischen 
Resultate der Transplantationen mit unterschiedlichen Stammzellquellen sind mittlerweile 
vergleichbar [42].  
Etwa drei Viertel der Stammzelltransplantate von erwachsenen, nicht-verwandten Spendern 
werden heute mittels Leukapherese durch das Absammeln G-CSF mobilisierter PBSCs 
gewonnen [15, 37, 43]. Die Gewinnung ist für den Spender deutlich angenehmer und mit 
weniger Komplikationen verbunden als die Knochenmarkpunktion [15, 43]. Bei der 
Behandlung einer aplastischen Anämie sollten jedoch aus Knochenmark gewonnene 
Stammzellen bevorzugt werden, da sich die Prognose mit dieser Methode verbessert [44, 45]. 
Ein neuer innovativer Therapieansatz für verschiedene hämatologische Erkrankungen ist der 
adoptive Zelltransfer von chimeric antigen receptor (CAR) modifizierten T-Zellen [46, 47]. 
Dieser chimäre Rezeptor besteht aus einer extrazellulären Domäne, die auf der 
Antigenbindestelle eines Antikörpers basiert, sowie einer intrazellulären Signaldomäne [46, 
47]. T-Zellen, die dahingehend verändert wurden, dass sie diesen Rezeptor exprimieren, 
erkennen aufgrund der Spezifität der Antikörperdomäne Oberflächenstrukturen der Zielzellen 
[46, 47]. Durch die Kopplung an eine intrazelluläre Signaldomäne führt dies in weiterer Folge 
zur Aktivierung der T-Zelle und zur Induktion zytotoxischer Effektorfunktionen [48]. In 
klinischen Studien konnte die Wirksamkeit der CAR-T-Zelltherapie gegen verschiedene 
hämatologische Krankheitsbilder, wie B-Zell-Akute lymphoblastische Leukämie (B-ALL), B-
Zell-Non-Hodgkin- und Hodgkin-Lymphome, eindrucksvoll demonstriert werden [49–52]. 




Zielantigenen um eine sogenannte on-target off-tumor Toxizität zu vermeiden [47, 53, 54]. Als 
on-target off-tumor Toxizität bezeichnet man das Attackieren von gesundem Gewebe anstatt 
von Tumorzellen durch CAR-T-Zellen aufgrund der Expression gemeinsamer Antigene [55]. 
Die Herstellung der genetisch veränderten Zellen ist allerdings aufwändig und zeitintensiv [54]. 
Als Hauptnebenwirkungen bisher etablierter CAR-T-Zelltherapien wurden das cytokin-release-
Syndrom und die Neurotoxizität beschrieben, die die Therapie limitieren können [54, 56]. 
Außerdem war die erreichte Remission oft nur vorübergehend und die Verbesserung der 
Persistenz der CAR-T-Zellen im Spender zur Aufrechterhaltung der anti-Tumoraktivität ist 
weiterhin eine Herausforderung [47, 54, 57].  
Durch die Weiterentwicklung von Konditionierungsmethoden, die Entdeckung neuer 
Medikamente und Stammzellquellen sowie durch ein fundiertes immunologisches Verständnis 
wird die allogene HSZT auch in Zukunft, im Zeitalter der CAR-T-Zelltherapie, eine wichtige 
Rolle spielen; beide therapeutische Optionen können sich zudem ergänzen [37, 58]. 
Daher bleibt die Behandlung und Vermeidung von Komplikationen bei und nach einer 
allogenen HSZT weiterhin im Fokus zahlreicher Forschungsarbeiten [37]. Da die 
Hauptkomplikation nach allogener HSZT immer noch die GvHD darstellt, wird diese im 
Folgenden näher erläutert [59, 60].  
  
1.1.3 Die Graft-versus-Host-Krankheit  
 
Die GvHD ist eine der Hauptkomplikationen nach allogener HSZT, die die Effizienz der 
Therapie reduziert und deren Einsatz limitiert [59, 60]. Eine klinisch auffällige, akute GvHD 
(Grad II-IV) tritt bei etwa 35-50 % der Patienten auf, die ein HLA gematchtes Transplantat 
eines verwandten Spenders erhalten haben und bei bis zu 70 % bei jenen, die ein nicht-
gematchtes oder ein Transplantat eines nicht-verwandten Spenders erhielten [14, 61]. Nur etwa 
die Hälfte der Patienten, die eine GvHD entwickeln, spricht auf die etablierte Therapie mit hoch 
dosierten Glukokortikoiden an [62]. Bei therapierefraktären Patienten sind die Ansprechraten 
auf die Zweitlinientherapie schlecht und die 1-Jahres-Überlebenswahrscheinlichkeit ist mit 20-
30 % gering [63, 64]. Bei erfolgreichem Ansprechen auf die GvHD-Therapie bleibt jedoch 
aufgrund der ausgeprägten Immunsuppression ein erhöhtes Risiko für Infektionen und Rezidive 




Klinisch präsentiert sich eine akute GvHD als eine entzündliche Reaktion mit primären 
Manifestationen v. a. der Haut, des Gastrointestinaltraktes (GI) sowie der Leber, es können aber 
auch andere Organe betroffen sein [59]. Ursprünglich musste eine akute GvHD laut Definition 
innerhalb der ersten 100 Tage nach HSCT auftreten [66]. Heute wird die Erkrankung 
differenzierter in eine resistente, rekurrente und in eine spät auftretende akute GvHD eingeteilt 
[66]. Die Unterscheidung zwischen akuter und chronischer GvHD wird anhand klinischer 
Symptome vorgenommen, unabhängig vom Zeitpunkt des Auftretens [67, 68]. Das 
Vorhandensein von Symptomen einer akuten und chronischen GvHD wird als overlap GvHD 
bezeichnet [68].  
Pathophysiologisch liegt der GvHD eine überschießende proinflammatorische Immunantwort 
zugrunde, die durch Lymphozyten des Stammzelltransplantates vermittelt wird. Sowohl CD4+ 
als auch CD8+ T-Zellen haben entscheidenden Einfluss auf die Pathogenese einer GvHD [69, 
70]. Beide T-Zell-Subtypen sekretieren Zytokine und zeigen gewebstoxische 
Effektorfunktionen [70, 71]. Die GvHD-Pathogenese unterscheidet drei Phasen der 
Krankheitsprogression [69, 70]. 
In einer ersten Phase kommt es zu einer Aktivierung von antigenpräsentierenden Zellen (APCs) 
im Empfänger, induziert durch die zugrundeliegende Erkrankung oder das 
Konditionierungsregime vor der HSZT [70, 72]. Die dabei entstehenden Gewebedefekte und 
die Translokation von mikrobiellen Bestandteilen wie Lipopolysacchariden (LPS) aus dem 
Gastrointestinaltrakt (GI-Trakt) führen zur Sekretion von proinflammatorischen Zytokinen wie 
Tumornekrosefaktor-α (TNF-α), Interleukin-1 (IL-1), Interleukin-6 (IL-6) sowie Interferon-γ 
(IFN-γ) durch Makrophagen und dendritische Zellen [70, 73–75]. Die Expression von 
Adhäsionsmolekülen, Chemokin- und Zytokinrezeptoren sowie von major histocompatibility 
complex (MHC)-Proteinen und Kostimulatoren wird in den Effektorzellen und den APCs 
erhöht [70]. Dies führt zu einem gesamtheitlich pro-inflammatorischen Milieu, zur Aktivierung 
von APCs und zur verstärkten Präsentation von Antigenen [69, 70]. 
In der zweiten Phase kommt es zur Proliferation und Differenzierung von Spenderlymphozyten, 
insbesondere von CD4+ T-Zellen [70, 76]. Von den aktivierten APCs präsentierte Antigene des 
Empfängers auf dem MHC-Molekül, bzw. das MHC-Molekül selbst, werden als fremd erkannt 
[69, 70, 77, 78]. Die alloreaktiven CD4+ Lymphozyten werden in diesem Kontext aktiviert und 
differenzieren sich in Typ1-T-Helferzellen (Th1), was zusätzlich durch das 




CD4+ T-Zellen produzieren ihrerseits proinflammatorische Zytokine wie TNF-α, INF-γ, IL-1 
[59, 70] und tragen so zur Aufrechterhaltung der Inflammationsreaktion bei. 
Die dritte Phase wird als Effektorphase bezeichnet. Hierbei kommt es durch die Verstärkung 
der proinflammatorischen Signale zu einer systemischen Entzündungsantwort, die eine 
Schädigung von Geweben und Organen des Empfängers zur Folge hat [69, 70]. Zytotoxische 
CD8+ T-Zellen induzieren den Zelltod der Zielzellen mittels FAS-FAS-Ligand Interaktionen 
sowie der Sekretion von Granzym B, was zu weiteren Gewebeschäden führt [70, 80].  
Klinisch wird die akute GvHD in vier Schweregrade anhand der modifizierten Glucksberg-
Kriterien (Stadien I-IV) eingeteilt, die sich auf die Schädigung der drei Hauptmanifestationsorte 
Haut, Leber und GI-Trakt beziehen [81–83]. Die Diagnose erfolgt ausschließlich aufgrund 
klinischer Kriterien, die in Tabelle 1 ausgeführt sind, kann aber durch Biopsien der betroffenen 
Organe bestätigt bzw. ergänzt werden [82]. Biopsate zeigen apoptotische Zellen und 
entzündliche Infiltrate sowie Kryptenabszesse und epitheliale Destruktion im GI-Trakt [82, 84]. 
Biomarker zur Früherkennung und zur prognostischen Einschätzung einer GvHD sind aktuell 
Gegenstand intensiver Forschung [85]. Für die chronische GvHD gibt es ein anderes klinisches 







Tabelle 1: Klinische Einteilung der akuten GvHD nach den modifizierten Glucksberg-Kriterien [82, 
83] 
Schweregrad Haut  Darm Leber 




< 25 % der 
Körperoberfläche 
Diarrhoe 500–1000 ml/Tag 
oder 3 – 6 Stühle/Tag oder 
Übelkeit 




25–50 % der 
Körperoberfläche 
Diarrhoe 1000–1500 
ml/Tag oder > 6 Stühle/Tag 
Bilirubin 3–6 mg/dl 





Desquamation > 5 % KO 
„akutes Abdomen“ 
+/- paralytischer Ileus 
blutige Diarrhoe 
Bilirubin > 15 mg/dl 
Stadien    
I 1–2 0 0 
II 3 oder 1 oder  1 
III - 2–3 oder  2–4 
IV 4 oder 4 - 
 
 
1.1.4 Die Prävention und Behandlung der akuten GvHD 
 
Zur Prävention einer akuten GvHD wird eine immunsuppressive Kombinationstherapie aus 
einem Calcineurin-Inhibitor (z. B. Cyclosporin A, Tacrolimus) zusammen mit Methotrexat 
(MTX) eingesetzt, deren Wirksamkeit in zahlreichen Studien belegt werden konnte [86, 87]. 
Zu den Nebenwirkungen gehören Elektrolytstörungen und nephrotoxische Effekte [88].  
Die Wirksamkeit des mechanistic target of rapamycin (mTor) Inhibitors Sirolimus wurde in 
mehreren Studien untersucht. Ein vermindertes Auftreten der GvHD konnte in diesen Studien 
festgestellt werden [89–91]. Steroide werden aufgrund fehlender Wirksamkeit in der 




Des Weiteren konnte in Studien durch in vitro oder in vivo T-Zell-Depletion des Transplantates 
das Auftreten einer GvHD reduziert werden [92–95]. Diese immunsuppressiven Therapien 
können das Auftreten einer GvHD zwar verringern, führen jedoch zu einer verminderten 
Immunrekonstitution, einer erhöhten Tumorrezidivrate und einer erhöhten Inzidenz schwerer 
Infektionen [92–96].  
Eine akute GvHD Grad I manifestiert sich nur in der Haut und kann in der Regel mit topischen 
Glukokortikoiden behandelt werden [82]. First-Line Therapie einer akuten GvHD Grad II−IV 
ist die systemische Verabreichung von Glukokortikoiden (z. B. Methylprednisolon 
1−2 mg/kg/Tag) [97, 98]. Das Ansprechen auf diese Therapie gilt auch als wichtigster 
prognostischer Faktor einer GvHD [99]. Jedoch zeigen nur etwa 60 % der Patienten eine 
Remission, die zudem oft nicht von Dauer ist [63]. Die Glukokortikoiddosen werden nach 
Ansprechen langsam reduziert [97, 98]. Kommt es zu keiner Remission nach 5−7 Tagen, bzw. 
zu einer Krankheitsprogression, wird die GvHD als steroidrefraktär bezeichnet [98]. Als 
Second-Line Therapien wurden Methotrexat, Mycophenolat Mofetil (MMF), IL-2-Rezeptor-
Antikörper, TNF-α-Antikörper oder Sirolimus getestet [63, 100–104]. Eine weitere Second-
Line Therapieoption ist die extrakorporale Photopherese (ECP) [105]. Hierbei werden 
mononukleäre Zellen mittels Apherese gesammelt, mit der Substanz 8-Methoxypsoralen 
behandelt und anschließend mit ultraviolettem Licht bestrahlt, bevor die  Zellen in den Körper 
rücktransferiert werden [105, 106]. Dies führt zu DNA Schäden in den behandelten Zellen und 
induziert Apoptosen [107]. Über einen noch nicht vollständig verstandenen Mechanismus führt 
dies zur Verminderung der Inflammation und zur Toleranzinduktion im Patienten [105, 106, 
108].  
Insgesamt zeigen nur etwa 50 % der Patienten ein Ansprechen auf diese Therapien, die mit teils 
schwerwiegenden Nebenwirkungen assoziiert sind [63]. Die Prognose steroidrefraktärer 
Verläufe ist mit 1-Jahres-Überlebensraten von 20 bis 30 % ausgesprochen schlecht [63]. 
Neuartige Behandlungs- und Präventionsstrategien der akuten GvHD sind Gegenstand 
intensiver Forschung und aufgrund der limitierten aktuellen Behandlungsmöglichkeiten von 
großer Bedeutung [109]. Im nächsten Abschnitt sollen daher einige Ansatzpunkte aktueller 





1.1.5 Neue Strategien zur GvHD-Behandlung und -Prävention 
 
Intensive Forschung, insbesondere Studien an verschiedenen Tiermodellen, führten in den 
letzten Jahren zu einem deutlich besseren Verständnis der Pathophysiologie der GvHD [62, 
109, 110]. Zahlreiche Mechanismen der Krankheitsentstehung und -progression konnten damit 
untersucht und aufgeklärt werden. Viele Prozesse auf molekularer und zellulärer Ebene, etwa 
veränderte Signaltransduktionswege, Rezeptorinteraktionen, beteiligte Immunzellsubgruppen 
und Zytokine, konnten mit der GvHD in Verbindung gebracht werden [62]. Dies führte zur 
Entdeckung neuer therapeutischer Angriffspunkte auf unterschiedlichen Ebenen zur Prävention 
und Behandlung einer GvHD [62, 109, 110].  
Zur Behandlung einer manifesten aGvHD auf Basis extrazellulärer Mediatoren und Rezeptoren 
sind vor allem proinflammatorische Zytokine und deren Signaltransduktionswege im Fokus der 
Forschungsarbeiten. So sind monoklonale Antikörper gegen IL-6 oder IL-21 sowie Blockaden 
von Zelladhäsionsrezeptoren wie DNAX accessory molecule-1 (DNAM-1) in präklinischer 
Erprobung [62, 111, 112].  
Um intrazelluläre Signalwege zu modifizieren, die eine Regulierung der pro-inflammatorischen 
Genexpression zur Folge haben, stehen spezifische Kinaseinhibitoren zu Verfügung, etwa 
gegen Januskinase (JAK) 1/2 oder JAK 3, die in präklinischen Modellen erforscht werden [113, 
114]. Der JAK-1/2-Inhibitor Ruxolitinib, welcher zur Behandlung von myeloproliferativen 
Erkrankungen wie Polycytemia vera oder Myelofibrose eingesetzt wird, zeigt auch in der 
Behandlung von steroidrefraktärer GvHD vielversprechende Ergebnisse [115, 116]. 
Epigenetische Modifikationen scheinen in der GvHD-Pathogenese eine Rolle zu spielen [117, 
118]. Wirkstoffe und Substanzen, die beispielsweise die Acetylierung von Histonen oder die 
Methylierung von DNA beeinflussen, wie der Histondeacetylase-Inhibitor Vorinostat oder die 
hypomethylierenden Wirkstoffe Decitabine und Azacitidin, werden auf ihre klinische 
Wirksamkeit im Rahmen der Behandlung von GvHD untersucht [117, 118]. 
Wegen der Schwere der Erkrankung und der limitierten Therapieoptionen sind Ansätze zur 
verbesserten GvHD-Prävention von besonderem Interesse. Hierzu werden vor allem 
monoklonale Antikörper untersucht, die gegen bestimmte Rezeptoren auf T-Zellen gerichtet 
sind, die ihrerseits kostimulatorische Funktionen übernehmen oder Teil proinflammatorischer 
Signalwege sind [110]. So wurde etwa die Blockade der kostimulatorischen Moleküle CD26, 




GvH-Reaktion beobachtet werden, teilweise bei erhaltener GvL-Reaktion [119–121]. Die 
Arbeiten von Fricke et. al und Hilger et. al konnten zeigen, dass die ex vivo Blockade des CD4-
Rezeptors von transgenen murinen und humanen T-Zellen mit dem CD4-gerichteten 
Antikörper MAX.16H5 zu einer verminderten GvH-Reaktion in murinen 
Transplantationsmodellen führt [122–124].  
Auf zellulärer Ebene wurde die ex vivo Expansion von regulatorischen T-Zellen (Tregs) und 
deren adoptiver Transfer in Patienten untersucht. Die Patienten zeigten anschließend 
verringerte GvHD-Raten sowie eine zufriedenstellende Immunrekonstitution mit erhaltenem 
GvL-Effekt [125]. 
Aktuelle klinische Studien zur Behandlung akuter GvHD unter Verwendung neuer und 







Tabelle 2: Auswahl aktueller klinischer Studien zur Behandlung akuter GvHD 
(www.clinicaltrials.gov, 24.01.2019 12:00) 




Ruxolitinib and Methylprednisolone as First Line Therapy for 
Acute Graft Versus Host Disease Following Allogeneic Stem 
Cell Transplantation (NCT03701698; 2018) 
Ruxolitinib und 
Methylprednisolon 




CD40-L Blockade for Prevention of Acute Graft-Versus-Host 




(N = 45) 
noch keine 
Probandenrekrutierung 
Phase 1 und 2 
Infliximab and Basiliximab for Treatment of Steroid 




(N = 10) 
Studie läuft, keine 
Probandenrekrutierung 
Phase 2 
A Phase IIa Study of Recombinant Human Interleukin-22 
IgG2-Fc (F 652) in Combination with Systemic 
Corticosteroids for the Treatment of Newly Diagnosed Grade 
II-IV Lower Gastrointestinal Acute Graft-versus-Host Disease 
(aGVHD) in Hematopoietic Stem Cell Transplantation 
Recipients (HSCT) (NCT02406651; 2016) 
Recombinant 
Human Interleukin-
22 IgG2-Fc (F-652), 
Systemiche 
Corticosteroide 
(N = 27) 
Studie läuft, keine 
Probandenrekrutierung 
Phase 1 und 2 
A Randomized, Parallel-Cohort Phase 1 Study of Itacitinib in 
Combination with Corticosteroids for the Treatment of Acute 
Graft Versus Host Disease (NCT02614612; 2015) 
Itacitinib 200mg + 
Corticosteroide 
vs. 
Itacitinib 300mg + 
Corticosteroide 
(N = 31) 
Studie läuft, keine 
Probandenrekrutierung 
Phase 1 
Phase I Trial of Ex-vivo Expanded Donor Regulatory T Cells 
for Prevention of Acute Graft-Versus-Host Disease 
(NCT01795573; 2014) 
Kultivierte Tregs 
(N = 48) 
Rekrutierung 
Phase 1 
A Phase II Trial of CD24Fc for Prevention of Acute Graft-
versus-Host Disease Following Myeloablative Allogeneic 







(N = 196) 
Studie läuft, keine 
Probandenrekrutierung 
Phase 2 
Phase II Multicenter Study of Natalizumab Plus Standard 
Steroid Treatment for High Risk Acute Graft-Versus-Host 
Disease (NCT02133924; 2016) 
Natalizumab, 
Steroide 
(N = 90) 
Rekrutierung 
Phase 2 
A Phase I Study of Neihulizumab (AbGn-168H) in Patients 
with Steroid-refractory Acute Graft-versus-host Disease (Sr-
aGvHD) (NCT03327857; 2018) 
AbGn-168H 
(N = 24) 
Rekrutierung 
Phase 1 
Assessment of MicroRNA Expression in Acute Graft-versus-
Host Disease (NCT01521039; 2012) 
Blutproben 








1.1.6 Der Graft-versus-Leukämie-Effekt 
 
Während die GvHD eine gefürchtete Komplikation einer allogenen HSZT ist, vermitteln die 
alloreaktiven Spenderzellen auch einen therapeutischen Effekt, die Graft-versus-Leukämie- 
Reaktion [126, 127]. Hierbei greifen immunkompetente Zellen des Spenders maligne Zellen 
des Empfängers an und führen zu deren Zerstörung. Dieser therapeutische Nutzen ist 
entscheidend für eine andauernde Tumorremission nach HSZT [126, 127]. 
GvL- und GvH-Reaktionen sind eng miteinander verknüpft [127]. So konnte gezeigt werden, 
dass je geringer die GvHD-Rate nach HSZT ist, desto höher ist die Wahrscheinlichkeit eines 
Tumorrezidivs und umgekehrt [22]. Dennoch konnten in einigen Studien Unterschiede 
zwischen zellulären und molekularen Mechanismen, die GvL und GvHD vermitteln, 
herausgearbeitet werden [127]. Zahlreiche aktuelle Studien versuchen diese beiden Reaktionen 
in in vitro und in vivo Modellen voneinander zu trennen [127, 128]. Ziel ist es, 
pharmakologische und zelltherapeutische Strategien zu entwickeln, um bei erhaltenem GvL-
Effekt das Risiko für eine GvHD zu reduzieren [127, 128]. 
Es konnte gezeigt werden, dass insbesondere mesenchymale Stammzellen (MSC) und Tregs 
über die Fähigkeit verfügen, die starke Expansion von alloreaktiven T-Zellen nach HSZT zu 
unterdrücken und eine GvHD zu verhindern [127, 129, 130]. Die GvL-Reaktion wurde jedoch 
in diesen Modellen, etwa durch erhaltene NK-Zell-Aktivität, nicht vermindert [125, 126, 129, 
130]. 
Die Rolle von natürlichen Killer (NK)-Zellen wird im Rahmen der GvH-/GvL-Reaktion 
intensiv untersucht [127, 131–134]. Studien konnten demonstrieren, dass diese 
Immunzellpopulation durch Eliminierung bzw. Inaktivierung der alloreaktiven 
T-Zellpopulation zu einer verringerten GvHD beiträgt, aber eine Immunantwort gegenüber 
Leukämiezellen eine potente GvL-Reaktion induziert [133–135]. 
Unter den T-Zell-Subtypen zeigen besonders naive T-Zellen eine erhöhte Alloreaktivität, 
weshalb eine isolierte Depletion dieser Zellen zu einer verminderten GvHD führte [136–139]. 
Durch die Transplantation funktioneller Gedächtniszellen kommt es zur Etablierung einer 
T-Zell-Population im Empfänger und der Induktion einer GvL-Reaktion [136–139]. 
Während sich die GvHD vor allem in epithelialen und parenchymatösen Organen manifestiert, 
wird der GvL-Effekt im hämatolymphatischen System vermittelt [140, 141]. Die Invasion von 




FTY720 vermindert werden, wodurch es zu einer GvHD-Abschwächung kam. Es wird 
vermutet, dass FTY720 durch Rezeptorbindung eine intrazelluläre Signalkaskade auslöst, die 
zu einem veränderten chemotaktischen Verhalten und somit zu verminderter 
Lymphozytenmigration beiträgt [140, 141]. Die GvL-Aktivität, die im 
lymphohämatopoetischen Gewebe vermittelt wird, war dadurch nicht beeinflusst [140, 141]. 
Auch die molekularen Mechanismen alloreaktiver T-Zellen, die GvL oder GvH vermitteln, 
können sich unterscheiden [34, 126, 142, 143]. Es konnte nachgewiesen werden, dass T-Zellen, 
die eine GvL vermitteln, bestimmte Strukturen wie etwa Neben-Histokompatibilitäts-Antigene, 
von denen manche selektiv auf hämatopoitischen Zellen exprimiert werden (HA-1, HA-2, HB-
1 BCL2A1), erkennen und binden [34, 126, 142, 143]. Weitere Antigene, über die eine GvL-
Reaktion induziert werden kann, sind nicht-polymorphe Leukämie-assoziierte Antigene wie 
Wilms Tumor 1 (WT1) oder Proteinase 3 [34, 144, 145]. 
Eine weitere Studie demonstrierte, dass hochaffine, alloreaktive T-Zellen sensitiver auf den 
Proteasom-Inhibitor Bortozemib reagieren und dadurch eliminiert werden, während die 
verbleibenden T-Zellen expandieren und eine GvL-Reaktion vermitteln können [146]. 
Fricke et al. und Schmidt et al. zeigten in vitro und in einem Mausmodell, dass die Inkubation 
von T-Zellen mit dem CD4-gerichteten Antikörper MAX.16H5 zu einer reduzierten GvH-
Reaktion bei erhaltenem GvL-Effekt führte [124, 147]. 
Die Ansätze, um die GvL-Reaktion von der GvHD zu separieren, sind vielfältig, jedoch 
entscheidend für die HSZT als Therapieoption für zahlreiche hämatologische Krankheitsbilder 
und stellt eine der größten Herausforderungen der allogenen HSZT dar [127]. Eine Möglichkeit, 
die GvHD präventiv mit erhaltenem GvL-Effekt zu beeinflussen, wird durch den CD4-
gerichteten Antikörper MAX.16H5 vermittelt. Dieser soll daher im Weiteren näher 
charakterisiert werden. 
 
1.1.7 Der CD4-gerichtete MAX.16H5 Antikörper zur Prävention der GvHD 
 
Zahlreiche Forschungsgruppen arbeiten an der Entwicklung von Strategien zur Prävention einer 
GvHD mittels spezifischer Modulation unterschiedlicher T-Zellpopulationen zur 
Unterdrückung der GvH-Reaktion bei erhaltenem GvL-Effekt [110, 148]. Einen 
vielversprechenden Ansatz zur GvHD-Prävention stellt der CD4-gerichtete Antikörper 




Der MAX.16H5 IgG1 ist ein monoklonaler Antikörper murinen Ursprungs [149]. Er bindet 
humanes CD4 mit hoher Affinität und zeigt ähnliche Bindungseigenschaften wie das HIV-
Protein gp120 [149, 150]. Der Antikörper wurde in den 1990er Jahren im Rahmen von 
klinischen Studien zur Behandlung von Autoimmunerkrankungen wie rheumatoider Arthritis, 
systemischem Lupus erythematodes und entzündlichen Darmerkrankungen auf seine 
Wirksamkeit hin untersucht [149, 151–154]. Die Antikörpertherapie zeigte allgemein gute 
klinische Ansprechraten bei einem günstigen Nebenwirkungsprofil [149, 151–154]. 
Um den Antikörper funktionell besser untersuchen zu können, wurde ein dreifach transgenes 
Mausmodell (triple transgenic, TTG) entwickelt. Dieses Tiermodell besitzt einen C57BL/6-
Hintergrund und ist transgen für humanes MHC-II und CD4, während ein knock out für murines 
cd4 vorliegt (human CD4+/+, murin cd4-/-, HLA-DR3+/+) [155, 156]. Dies ermöglichte die 
eingehende Untersuchung der Eigenschaften des Antikörpers im Kontext von in vivo 
Immunreaktionen in der Maus. 
Studien im TTG-Modell konnten zeigen, dass die intravenöse (i. v.) Gabe von murinem 
MAX.16H5 IgG1 zu einer Toleranzinduktion gegenüber gleichzeitig verabreichtem 
Fremdantigen (Tetanustoxoid) führt [157]. Diese Toleranz blieb auch über einen längeren 
Zeitraum (40 Tage) erhalten [157]. Gegenüber anderen Antigenen war das Immunsystem 
jedoch aktiv und zeigte eine entsprechende Immunantwort [157]. 
Bei der Gabe von murinen Antikörpern besteht ein erhöhtes Risiko von allergischen Reaktionen 
und der Ausbildung von sogenannten Humanen-Anti-Maus-Antikörpern (HAMA) [158, 159]. 
Obwohl die Konzentration von HAMA nach MAX.16H5 IgG1-Gabe niedrig war und keine 
schwerwiegenden allergischen Reaktionen beobachtet werden konnten, wurde zur 
Risikoreduktion ein chimärer MAX.16H5 IgG4 Antikörper mit verminderter Immunogenität 
entwickelt [158–160]. Zusätzlich wurde die variable Domäne das Antikörpers verändert, sowie 
in der hinge-Region Modifikationen eingefügt, um die Stabilität des Antikörpers zu erhöhen 
[149, 160]. 
Die Effektorfunktionen eines Antikörpers werden durch seinen fragment crystallisable (Fc)-
Teil und dessen Interaktion mit verschiedenen Fc-Rezeptoren vermittelt [161]. Der humane 
IgG4 Fc-Teil gilt im Vergleich zum humanen IgG1 Fc-Teil als schwacher Aktivator sowohl der 
Komplementkaskade als auch der antikörperabhängigen zellvermittelten Zytotoxizität [149, 




depletierender Antikörper, der aktuell in zahlreichen präklinischen Studien untersucht wird 
[149, 160]. 
Fricke et al. und Hilger et al. konnten in Tiermodellen zeigen, dass die ex vivo Inkubation von 
transgenen murinen Milzzellen (TTG) bzw. humanen peripheral blood mononuclear cells 
(PBMCs) mit dem murinen MAX.16H5 IgG1 und mit dem chimären MAX.16H5 IgG4 
Antikörper vor Transplantation zu einer Verringerung der GvHD führte [122–124]. Es zeigten 
sich verlängerte Überlebensraten, verminderte klinische Symptome, niedrigere 
Immunzellproliferationsraten sowie verringerte GvHD-typische histologische Merkmale der 
Organe von Mäusen, die mit murinem MAX.16H5 IgG1- oder chimärem IgG4-präinkubierten 
Zellen transplantiert wurden [122–124]. Außerdem konnte in vivo und in vitro eine erhaltene 
GvL-Reaktion bei verminderter GvHD nachgewiesen werden [124, 147]. Das besondere an 
diesen innovativen Studien ist, dass der MAX.16H5 Antikörper nicht i. v. verbreicht werden 
muss, sondern eine ex vivo Antikörperinkubation des Transplantates den therapeutischen Effekt 
vermittelt. Nach der Bindung des Antikörpers an das CD4-Molekül auf Immunzellen des 
Transplantates werden ungebundene Immunglobuline durch Waschschritte entfernt [122, 124]. 
Schwierig ist die Beurteilung der Wirkungsweise des MAX.16H5 Antikörpers, da die 
Komplexität der Toleranzinduktion in vitro sehr schwer simuliert werden kann. Insbesondere 
liegt die Schwierigkeit in der (molekularen) Nachweisbarkeit der Nicht-Aktivierbarkeit nach 
Bindung von MAX.16H5 an die CD4+ T-Zelle. Prinzipielle Mechanismen Antikörper-
induzierter Toleranz sollen im Folgenden dargestellt werden. 
 
1.1.8 Die Toleranzinduktion durch monoklonale Antikörper 
 
Die genauen zellulären und molekularen Mechanismen der toleranzinduzierenden Wirkung von 
nicht-depletierenden CD4-gerichteten Antikörpern sind nicht vollständig geklärt, es werden 
jedoch mehrere Ansätze in der Literatur diskutiert. Einer Hypothese zufolge führt eine 
Blockade des CD4-Moleküls durch CD4-gerichtete Antikörper zu einer verminderten 
Stimulation der T-Zelle durch die Antigen-präsentierende Zelle [164–167]. Diese suboptimale 
Stimulation führt zur Anergie- bzw. Toleranzinduktion [164–167]. Andere Arbeiten zeigen 
ähnliche Effekte durch Blockade von weiteren kostimulatorischen T-Zell-
Oberflächenmolekülen (CD28, CD80, CD86) mit monoklonalen Antikörpern [168, 169]. Es 




Nierentransplantaten erreicht werden [168, 169]. Für eine vollständige T-Zell-Aktivierung sind 
zwei positive Signale nötig [170]: Signal 1 wird über den T-Zell-Rezeptor-Komplex und dessen 
Bindung an den Peptid-MHC-Komplex vermittelt [167]. Signal 2 wird über kostimulatorische 
Moleküle übertragen und in der Signaltransduktionskaskade mit Signal 1 aufaddiert [167]. Eine 
Blockade dieser kostimulatorischen Signalwege führt zu einer sogenannten hyporesponsiveness 
oder alloanergy [167]. Die Blockade von kostimulatorischen Molekülen führt neben der 
Anergie von alloreaktiven T-Zellen zur Expansion von allosuppressiven Tregs, die wiederum 
zur aktiven Suppression von anderen alloreaktiven T-Zellen beitragen [167, 171]. Nicht-
alloreaktive T-Zellen bleiben jedoch funktional und aktivierbar [167]. Mayer et al. beschreiben 
eine rasche Verminderung des CD4-Moleküls an der Zelloberfläche und die zusätzliche 
Herunterregulierung von anderen kostimulatorischen Rezeptoren (OX40 und CD30) nach 
Inkubation mit dem CD4-gerichteten Antikörper YTS177.9 in vitro und in vivo [172, 173]. Die 
beschriebenen Beobachtungen lassen einen indirekten Mechanismus der Toleranzinduktion 
durch Blockade von Kostimulatoren und verminderte Signalstärken vermuten [167, 172, 173]. 
Andere Studien zeigen jedoch, wie monoklonale Antikörper direkt Einfluss auf die 
T-Zelldifferenzierung nehmen, etwa über veränderte Signalkaskaden und Induktion von 
Transkriptionsfaktoren [174, 175].  
Cobbold et al. beschreiben in einer Arbeit ausführlich verschiedene direkte und indirekte 
Mechanismen der Toleranzinduktion durch unterschiedliche monoklonale Antikörper, die sich 
gegen Oberflächenmoleküle von T-Zellen richten [174]. In einer Studie wurde die Konversion 
naiver T-Zellen in Tregs durch Induktion von forkhead-box-protein 3 (FoxP3) durch CD4-
gerichtete Antikörper als Weg der Toleranzinduktion beschrieben [174, 176]. Diese Tregs 
unterdrücken Effektor-T-Zellen und induzieren ihrerseits die Bildung von IL-10-abhängigen 
Typ 1 regulatorischen (Tr1) T-Zellen [174, 176]. Dies führte zur Toleranz gegenüber 
Hauttransplantaten in einem Mausmodell [174, 176].  
In anderen Studien konnte eine direkte Veränderung der intrazellulären Signaltransduktion 
durch CD4-gerichtete Antikörper (Tregalizumab, YTA 3.1 bzw. YTS 177) nachgewiesen 
werden [175, 177, 178]. Es wurden veränderte Phosphorylierungsmuster von Kinasen 
downstream des T-Zellrezeptors festgestellt, die zu einer verminderten Proliferation, 
veränderten Zytokinsekretion und T-Zell-Anergie bzw. Treg-Induktion führten [175, 177, 178]. 
König et al. diskutieren einen direkten Mechanismus, wie der Antikörper Tregalizumab die 




zu einer intrazellulären Signalkaskade und zur Phosphorylierung bestimmter Signalmediatoren, 
was in der Aktivierung von Tregs mündet [175, 177]. Außerdem konnte eine Internalisierung 
des CD4-Rezeptors beobachtet werden [175, 177]. 
T-Zellen, die mit dem Antikörper YTS 177 behandelt wurden, zeigten ebenfalls eine über 
Endozytose vermittelte Verringerung von CD4 an der Zelloberfläche und eine Veränderung der 
Organisation des CD4-Rezeptors in sogenannte lipid rafts [179]. Lipid rafts sind 
Membranbereiche mit spezieller Lipid- und Proteinzusammensetzung, die sich von der 
umgebenden Membran unterscheiden und eine erhöhte Stabilität aufweisen, d. h. in denen eine 
freie laterale Diffusion von Membranproteinen vermindert ist [180]. Sie tragen zur 
Organisation der Zellmembran und deren Proteinen bei, weshalb sie eine wichtige Rolle für 
zahlreiche Zellfunktionen haben [180]. Die Autoren diskutieren diese Ergebnisse als möglichen 
Mechanismus einer Antikörper-vermittelten Toleranzinduktion [179]. Veränderungen des 
Phosphorylierungsmusters von Zeta-chain of T-cell receptor associated protein kinase of 70 
kDa (ZAP-70) nach Behandlung von T-Zellen mit zwei verschiedenen CD4-gerichteten 
Antikörpern (YTS 177 und KT6) wurden in einer Studie nachgewiesen [181]. 
Weitere Untersuchungen konnten zeigen, dass die Bindung des HIV-Oberflächenproteins 
gp-120 an den CD4-Rezeptor zu einer Toleranzinduktion und GvHD-Suppression in einem 
humanisierten Mausmodell führt [182]. Die Bindung des Virusproteins an das CD4-Molekül 
vermittelte auch hier intrazelluläre Signaltransduktionsveränderungen und eine Aktivierung 
von Tregs [182]. 
Die zahlreichen vielversprechenden Studien mit CD4-gerichteten Antikörpern in 
Transplantations- und Autoimmunmodellen machen die Aufklärung der zugrundeliegenden 
Mechanismen der Toleranzinduktion hinsichtlich der immunmodulatorischen Funktion und der 
therapeutischen Aspekte, auch bei MAX.16H5, besonders wichtig. 
In verschiedenen Studien konnte gezeigt werden, dass die Inkubation von T-Zellen mit 
monoklonalen Antikörpern zur Veränderung der microRNA (miRNA) Expression führen kann 
[183, 184]. Für den MAX.16H5 Antikörper wurde dies bisher nicht untersucht. Der Nachweis 
von spezifischen miRNAs, die durch MAX.16H5ix eine Regulation erfahren, könnte 
insbesondere auch Bedeutung für die Freigabe des Antikörpers nach good manufacturing 
practice (GMP)-Herstellungsprozessen haben. Freigaberelevante und qualitätsgesicherte 




eine entscheidende Rolle in Immunzellen und in der Pathogenese der GvHD, weshalb im 
Folgenden auf miRNAs in diesem Kontext eingegangen wird [185–188]. 
 
1.1.9 Die microRNA  
 
MicroRNAs sind kurze 17 bis 25 Nukleotide lange, nicht kodierende, einzelsträngige RNA-
Moleküle, die in eukaryotischen Zellen exprimiert werden [189]. Sie haben entscheidende 
regulatorische Aufgaben auf verschiedensten zellulären Funktionsebenen und Prozessen, 
indem sie an messenger RNAs (mRNAs) binden können und somit deren Translation 
beeinflussen [188, 189]. Die komplexen regulatorischen Netzwerke, in denen miRNAs eine 
Rolle spielen, sind Gegenstand einer Vielzahl aktueller Forschungsvorhaben [188, 189]. 
MiRNAs können in kodierenden und nicht-kodierenden Genomabschnitten lokalisiert sein und 
werden nach Transkription in einem mehrstufigen Prozess von einer unreifen primären miRNA 
(pri-miR) über eine precursor-miRNA (pre-miR) zur reifen miRNA prozessiert [190–192]. Die 
initiale pri-miR wird von einer RNase namens Drosha im Zellkern geschnitten. Es entsteht eine 
60 bis 70 Nukleotide lange pre-miR, die eine stem-loop (Haarnadel) Struktur enthält, in der die 
entsprechende miRNA lokalisiert ist [191]. Die pre-miR wird anschließend mittels 
Transportproteinen aus dem Zellkern ins Zytoplasma transportiert [193]. Im Zytoplasma 
kommt es zu einem weiteren Prozessierungsschritt. Hierbei bindet die RNase Dicer an das 
5′- und 3′-Ende der pre-miR und schneidet die doppelsträngige RNA [189]. Aus der 
Haarnadelstruktur wird ein kurzes, doppelsträngiges RNA-Molekül (miR-Duplex) [189]. Die 
beiden Einzelstränge werden jeweils aufgrund der Orientierung der Stränge als miR-5p und 
miR-3p bezeichnet [188]. Einer der Duplexstränge wird rasch degradiert, während der andere 
vom RNA-induced silencing complex (RISC) erkannt und eingebaut wird [187, 192]. Dieser 
miRISC-Komplex erfüllt genregulatorische Aufgaben [189]. Durch eine teilweise 
Komplementarität zu Sequenzen in der 3′ untranslatierten Region (3′ UTR) der Ziel-mRNA 
bindet der miRISC an diese, was zu einer verminderten Translation der mRNA führt [187, 189, 
194]. Dem Mechanismus der Translationsreduktion kann eine Translationsinhibition zugrunde 
liegen, es kann aber auch zu einem vollständigen Abbau der mRNA kommen [187, 189, 194]. 
Dies ist abhängig vom Grad der Kompatibilität der miRNA und der mRNA [189, 194]. Bei 
hoher Kompatibilität kommt es zur Degradierung der mRNA [189, 194]. Nach mRNA-Abbau 




miRNAs eine entscheidende Rolle im Kontext der posttranskriptionellen Regulation 
zahlreicher zellulärer Funktionen [189, 194]. Da der MAX.16H5 Antikörper in präklinischen 
Modellen einen präventiven Einfluss auf die GvHD Entwicklung hat und miRNAs 
entscheidende immunmodulatorische Funktionen besitzen, sollte ein möglicher 
Zusammenhang in dieser Arbeit untersucht werden [122–124, 185–187]. Die Rolle von 
miRNAs im Rahmen der GvHD wird im Folgenden erläutert. 
 
1.1.10 Die Rolle von miRNAs in der GvHD 
 
In zahlreichen Studien konnte die Bedeutung von miRNAs auch bei der Steuerung 
immunologischer Prozesse nachgewiesen werden. So beeinflussen miRNAs die 
Differenzierung, die Proliferation und Aktivität von verschiedenen Immunzellen [185–187]. 
Auch die Zytokinproduktion sowie Effektor- und Regulatorfunktionen in T-Zellen werden 
maßgeblich durch miRNAs gesteuert [186]. 
Dabei variieren die miRNA-Expressionslevel von unreifen Stadien bis zum Effektorzellstadium 
der T-Zellen stark [195]. Vollständiges Ausschalten der miRNA-Prozessierung führt zum 
totalen Verlust jeglicher Effektorfunktion der entsprechenden Immunzellen [196]. Auch die 
Wirkung regulatorischer T-Zellen ist von einer funktionierenden miRNA-Regulation abhängig 
und hat eine wichtige Rolle in der Aufrechterhaltung des immunmodulierenden Phänotyps 
[197, 198]. So inhibiert miR-146a pro-inflammatorisches INF-γ-Signaling, miR-210 und miR-
27 reduzieren FoxP3-Expression und miR-155 reduziert die Suppressorfunktionen von Tregs 
[199–201]. MiR-10a ist wichtig für die Treg-Stabilität und trägt zur Aufrechterhaltung der 
FoxP3-Expression bei [202, 203]. Der miRNA-Cluster 17−92 fungiert als negativer Regulator 
der Treg-Differenzierung [202, 204].  
Es wurden mehrere Studien publiziert, die explizit miRNAs im Rahmen der Pathogenese einer 
GvHD untersuchten [188, 198, 205]. Es konnte gezeigt werden, dass zahlreiche miRNAs in der 
Entstehung und Aufrechterhaltung der Erkrankung beteiligt sind [188, 205]. 
Von besonderem Interesse ist dabei der miR-17−92 Cluster, welcher für sechs miRNAs (miR-
17, 18a, 19a, 20a, 19b-1, und 92-1) kodiert und eine wichtige Rolle in der Stabilität, der 
Proliferation und in den Effektorfunktionen von T-Zellen hat [205]. Auch auf die akute GvHD 
hat dieser Cluster einen entscheidenden Einfluss [205]. So konnte in miR-17–92 knock out-




[206]. Eine effektive GvL-Antwort ist davon nicht beeinflusst [205, 206]. Für miR-142, miR-
153-3p und miR-155 konnte ein fördernder Einfluss auf die GvHD nachgewiesen werden, 
während miR-181a und miR-146a eine dämpfende Wirkung haben [205]. 
 
1.1.11 Die Rationale für die Untersuchung von miR-18a-3p 
 
Die miR-18a ist Teil des miRNA-Clusters miR-17–92, der für sechs miRNAs (miR-17, 18a, 
19a, 20a, 19b-1, und 92-1) kodiert und primär als potentieller onkogener Gen-Locus 
beschrieben wurde [207]. Im Folgenden konnte er aber auch als wichtiger Regulator der T-Zell-
Differenzierung und -Funktion identifiziert werden [204, 207–209]. Wu et al. konnten in einer 
Arbeit zeigen, dass der miR-17–92-Cluster eine entscheidende Rolle in der GvHD spielt, eine 
effektive GvL-Antwort wurde jedoch nicht beeinflusst [206]. Es wurde ein murines allogenes 
Transplantationsmodel etabliert, in dem nachgewiesen werden konnte, dass die Expression von 
miR-17–92 in den Spender-T-Zellen wichtig für die GvHD-Pathogenese ist [206]. Die GvL-
Reaktion schien von der Expression des miR-17-92 Clusters unabhängig zu sein [206]. Die 
Expression des miR-17–92-Clusters förderte die CD4+ T-Zell-Aktivierung, Proliferation und 
die Typ1-T-Helferzell- (Th1) Differenzierung, unterdrückte aber eine Typ2-T-Helferzell- (Th2) 
und induzierbare regulatorische T-Zell- (iTreg) Differenzierung [206]. Zudem wurde die 
Migration von CD4+ und CD8+ T-Zellen in die von der GvHD betroffenen Organe durch den 
knock out vermindert, während die zytotoxische Funktion von CD8+ T-Zellen unbeeinflusst 
blieb [206]. Es wurde argumentiert, dass eine verminderte Expression der miRNAs des miR-
17–92-Clusters eine verminderte Proliferation und Aktivität allogener CD4+ T-Zellen zur Folge 
hat, also zu einer verminderten GvH-Reaktion führt [206]. Eine funktionierende GvL-Reaktion 
blieb trotz miR-17–92 knock out bestehen [206]. Die Autoren sehen die erhaltene zytotoxische 
Funktion der CD8+ T-Zellen als Grund für den nachweisbaren GvL-Effekt [206].  
Die Beobachtung einer abgeschwächten GvHD bei erhaltenem GvL-Effekt machten Fricke et 
al. in einem murinen, allogenen Transplantationssystem [124]. Eine Hypothese, die sich bisher 
aus der Literaturrecherche ableitet, wäre, dass der MAX.16H5 Antikörper zu einer 
Herunterregulierung der miR-18a führt (Teil des miR-17–92 Komplexes in CD4+ T-Zellen) und 





1.1.12 Die Rationale für die Untersuchung von miR-598-3p 
 
Die miR-598 ist bisher in der Literatur vor allem als regulatorische miRNA in der 
Tumorigenese beschrieben [210, 211]. Es wurde die Funktion als Tumorsuppressorgen 
nachgewiesen, indem es die Expression von Genen unterdrückt, die für Proliferation, Migration 
und Invasion von Zellen verantwortlich sind [210, 211]. Im Rahmen von Studien zu 
immunologischen Fragestellungen und GvHD konnte der miR-598 bisher keine Funktion 
zugeschrieben werden, weshalb diese miRNA auf Grundlage der NGS-Screeningdaten in 
diesem Zusammenhang erstmals untersucht wurde.  
Laut TargetScan Analyse (www.targetscan.org [212]) ist STAT1 ein mögliches Zielgen der 
miR-598-3p. STAT1 reguliert die Th1-Differenzierung, ist Teil der INF-γ-Signalkaskade und 
aktiviert den Transkriptionsfaktor T-box expressed in T cells (T-bet) [213, 214]. Außerdem hat 
STAT1 eine wichtige Funktion in der GvHD-Pathogenese [215]. In einem Mausmodell konnte 
gezeigt werden, dass die allogene Transplantation von STAT1 knock out Milzzellen und CD4+ 
T-Zellen (Zellen von Balb/c Mäusen in C57BL/6 Mäusen) zu einer verringerten GvHD in den 
Empfängertieren führt [215]. Der STAT1 knock out hatte eine verringerte Differenzierung von 
Th1-Zellen und eine verringerte inflammatorische Antwort zur Folge [215]. Des Weiteren 
konnte gezeigt werden, dass STAT1 die nTreg- und iTreg-Differenzierung unterdrückt [215]. 
Abbildung 1: Hypothese zur STAT1 Regulation durch miR-598-3p. STAT1 blockiert die Expansion 
und Differenzierung von Tregs und induziert über den Transkriptionsfaktor T-bet eine Th1-
Differenzierung der T-Zelle, was zu einer proinflammatorischen Immunantwort führt. Über den 
Transkriptionsfaktor Nlrc5 kommt es zu einer vermehrten MHC-I Expression, was die NK-Zell-
vermittelte Zytotoxizität vermindert. Durch miR-598-3p kann es zu einer verminderten Expression von 
STAT1 kommen, was zu einer verminderten proinflammatorischen Immunantwort führen würde. Rote 
Pfeile bedeuten negative Regulation, grüne Pfeile positive Regulation. 
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Diese Tregs verminderten nach Kotransplantation in einem allogenen Setting eine GvH-
Reaktion [215]. Eine weitere Studie an einem murinen Transplantationsmodell konnte 
nachweisen, dass eine GvHD mit einer starken Aktivierung von STAT1 in CD4+ und CD8+ 
T-Zellen einhergeht [216]. Eine andere Untersuchung zeigte, dass ein STAT1 knock out in 
CD4+ T-Zellen zu einer verminderten Expression von MHC-I Rezeptoren führte. Das führte 
wiederum zu einer vermehrten Elimination dieser Zellen durch NK-Zellen und damit zu einer 
verminderten Inflammation [217]. Der Transkriptionsfaktor NOD-like receptor family CARD 
domain containing 5 (Nlrc5), der die MHC-I-Expression reguliert, spielt hierbei eine wichtige 
Rolle [217, 218]. Zusammenfassend kann STAT1 als wichtiger regulatorischer 
Transkriptionsfaktor der T-Zelldifferenzierung angesehen werden, dem eine entscheidende 
Rolle in der Regulation der Immunantwort und GvHD-Pathogenese zukommt [213, 215–217], 
weshalb die miR-598-3p als wertvoller Kandidat für weitere Untersuchungen ausgewählt 
wurde. Ein möglicher Mechanismus der Toleranzinduktion, basierend auf aktueller Literatur, 
ist in Abbildung 1 dargestellt. 
 
2 Fragestellung und Experimentdesign 
 
In in vivo Studien konnten Fricke et al. und Hilger et al. zeigen, dass die Inkubation von 
Spender-Immunzellen mit dem CD4-gerichteten MAX.16H5 Antikörper vor der 
Transplantation die Häufigkeit und Schwere einer GvHD in Empfängertieren reduziert [122–
124]. In einem murinen GvHD-Modell wurden dazu allogene, murine Milzzellen, transgen für 
humanes CD4 (TTG), transplantiert. In einem zweiten Modell wurden humane PBMCs in 
immundefiziente NOD.Cg-PrkdcscidIl2rgtm1Wjl/SzJ (NSG) Mäuse übertragen. Das Transplantat 
wurde jeweils ex vivo mit dem MAX.16H5 Antikörper bzw. einem Kontrollantikörper 
behandelt. 
Die Transplantation der Zellen erfolgte dabei in einem allogenen oder xenogenen Setting, 
sodass transferierte Immunzellen auf Fremdantigen im Empfänger trafen. Dadurch kam es in 
den Kontrollgruppen zur Entwicklung einer akuten GvHD, während in den Tieren, die ein 
MAX.16H5-behandeltes Transplantat erhielten, die GvHD abgeschwächt war. Gleichzeitig 
zeigte sich keine Abschwächung des GvL-Effektes in murinen Leukämiemodellen nach 
Transfer eines MAX.16H5-inkubierten allogenen Transplantates.  
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Die bisherigen in vitro Experimente zur Phänotypisierung von MAX.16H5-behandelten 
T-Zellen konzentrierten sich auf die Untersuchung unstimulierter, ruhender T-Zellen. Darüber 
hinaus sind die molekularen Mechanismen über die Wirkweise des MAX.16H5 Antikörper 
unzureichend aufgeklärt. 
Um einen möglichen Zusammenhang zwischen Behandlung von CD4+ T-Zellen mit dem 
MAX.16H5 Antikörper und einer differentiellen miRNA-Expression zu untersuchen, sollten 
im Rahmen der vorliegenden Dissertation entsprechende in vitro Studien in einem neu 
entwickelten Stimulationsmodell durchgeführt werden.  
Ziel war es, in einem ersten Schritt das in vitro Stimulationsmodell zu etablieren und 
unterschiedliche Zellseparationsstrategien zu untersuchen. Anschließend sollten CD4+ 
T-Zellen mit dem MAX.16H5 Antikörper bzw. einem Kontrollantikörper behandelt und 
entsprechend dem Stimulationsmodell inkubiert werden. Vergleichend sollten die Zellen dazu 
(i) ohne Stimulation, (ii) mit murinen Milzzellen (TTG-Maus) oder (iii) mit 
Phytohämagglutinin (PHA) für definierte Zeiträume in Kultur gehalten werden. Anschließend 
sollte eine Untersuchung der differentiellen miRNA-Expression mittels Next Generation 
Sequencing (NGS)-Analyse erfolgen. Mit diesem Screening sollte das miRNA-
Expressionsprofil nach MAX.16H5-Inkubation im Kontext einer Zellaktivierung bestimmt und 
interessante miRNAs gefunden werden. Zusätzlich sollten die Zellen immunphänotypisch 
mittels Durchflusszytometrie analysiert und insbesondere auf Aktivierungsmarker getestet 
werden. Identifizierte Kandidaten-miRNAs sollten anschließend mittels quantitativer PCR 
(qPCR) auf Expressionsunterschiede hin näher analysiert werden. 
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3.1.1 Verwendete Zellen 
 
Blutprodukte freiwilliger, anonymer, gesunder Spender wurden vom Institut für 
Transfusionsmedizin der Universität Leipzig bezogen und deren Verwendung von der 
zuständigen Ethikkommission geprüft und bestätigt. 
 
Milzzellen von TTG-Mäusen (humanes 
CD4+/+, murines cd4-/-, HLA-DR17+/+ 
Aus der Milz von qualifiziertem Personal 
präpariert 
peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) 
von Spenderblut 





Bestrahlungsgerät D3225 Orthovoltage Gulmay Medical, Camberley, UK 
Elektrophoresekammern Bio-Rad GmbH, München, D 
FACSCanto™ II, FACSDiva Software Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, D 
Feinwaage FA-110-4i Sartorius AG, Göttingen, D 
Heraeus Varifuge 3.ORS Heraeus Instruments GmbH, Hanau, D 
Neubauer Zählkammer Marienfeld GmbH, Lauda-Königshofen, D 
Sterilbank Clean Air  Clean Air Techniek B.V., Woerden, NLD 
Steri-cult Hepa Filters, IR Incubator Thermo Scientific, Waltham, USA 
Zentrifuge Mikro 200R Hettich Zentrifugen, Tuttlingen, D 
NanoPhotometer  Implen, München, D 
Realtime PCR System 7500  Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 
DNA Engine Thermal Cycler  Biorad, Hercules, USA 
Shaker Edmund  Bühler, Bodelshausen, D 
Zentrifuge 5417 R  Eppendorf, Hamburg, D 
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Milli-Q Water Purification System  Merck-Millipore, Burlington, USA 
Heatblock „Thriller”  PeqLab Biotechnologie, Erlangen, D 
Vortex Genie 2  Scientific Industries, Bohemia, USA 
Heraeus MULTIFUGE X3R  Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 
 
3.1.3 Chemikalien, Medien und Reagenzien  
 
Molekularbiologisches Wasser AppliChem, Darmstadt, D 
RNase freies Wasser Qiagen GmbH, Hilden, D 
TAE Puffer (50×) AppliChem, Darmstadt, D 
PBS (10×), pH 7,4 
 80 g NaCl  
 2 g KCl 
 11,5 g Na2HPO4 × 2H2O 
 2 g KH2PO4 
ad 1000 ml Aqua dest. + NaOH bis pH 7,4 
 
VWR, Darmstadt, D 
ThGeyer GmbH, Stuttgart, D 
Sigma Aldrich, Taufkirchen, D 
Sigma Aldrich, Taufkirchen, D 
Sigma Aldrich, Taufkirchen, D 
MACS-Puffer 
 PBS, pH 7.2 
 0.5 % BSA  
 2 mM EDTA 
BSA Stammlösung, Miltenyi Biotec GmbH,  
Bergisch Gladbach, D 
Stammlösung UltraPure™ 0.5 M EDTA, 
pH 8,0, Thermo Fisher Scientific GmbH, 
Waltham, USA 
FKS Biochrom GmbH, Berlin, D 
peqGOLD TriFastTM PeqLab Biotechnologie, Erlangen, D 
RPMI Medium 1640 Invitrogen/Gibco, Paisley, UK 
AIM-V® Medium CTS™ serum-free Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 
Dimethylsulfoxid (DMSO) AppliChem, Darmstadt, D 
Phythämagglutinin (1 % PHA) Sigma Aldrich, Taufkirchen, D 
CD4 T Cell Isolation Kit human  Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, D 
CD3 MicroBeads human Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, D 
CD45 MicroBeads mouse Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach, D 
TaqMan™ MicroRNA Assay hsa-miR-18a-3p Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 
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TaqMan™ MicroRNA Assay hsa-miR-598-3p Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 
TaqMan™ MicroRNA Assay RNUB6 Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 
TaqMan™ MicroRNA Assay RNU44 Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 
TaqMan™ Universal PCR Master Mix, no 
AmpErase™ UNG 
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 
dNTPs Qiagen, Hilden, D 
Ethanol Carl Roth, Karlsruhe, D 
Isopropanol Carl Roth, Karlsruhe, D 
Natriumacetat (3M) Carl Roth, Karlsruhe, D 
Tris HCl Carl Roth, Karlsruhe, D 
Glycogen  Roche, Basel, CH 




BD Falcon™ Zellsiebe VWR, Leuven, B 
Deckgläser Menzel-Gläser, Braunschweig, D 
Eppendorf-Reaktionsgefäß Eppendorf, Hamburg, D 
Falcon™ Rundboden-Röhrchen Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, D 
Kanülen Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, D 
MACS® Columns (LD, LS, MS) 
Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach, 
D 
MicroAmp™ Optical 96-Well Reaction Plate  Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 
Pipettenspitzen Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, D 
Spritzen (10 ml, 20 ml) Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, D 
Tubes (15 ml und 50 ml) Greiner Bio-one, Frickenhausen, D 
Zellkulturschalen TPP, Trasadingen, CH 
CELLSTAR® Cell Culture Multiwell Plates 
(12 wells, 24 wells) 
Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, D 
 





Alle Oligonukleotide waren Bestandteil der TaqMan™ MicroRNA Assays und wurden von 
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA bezogen und in RNase- und DNase- freiem Wasser 
gelöst. 
Bezeichnung Sequenz, Orientierung 5′ → 3′ Fragmentlänge 
Hsa-miR-18a-3p ACUGCCCUAAGUGCUCCUUCUGG 23 nt 
Hsa-miR-598-3p UACGUCAUCGUUGUCAUCGUCA 22 nt 
RNU6B 
CGCAAGGATGACACGCAAATTCGTGAAGCG
TTCCATATTTTT 42 nt 
RNU44 
CCTGGATGATGATAGCAAATGCTGACTGAA
CATGAAGGTCTTAATTAGCTCTAACTGACT 60 nt 
 
3.1.6 Antikörper  
 
3.1.6.1 Antikörper für Durchflusszytometrie 
 
Anti-Human CD4 PE # A07751 BC Beckman Coulter, Krefeld, D 
Anti-Human CD8 PE-Cy7 # 560917 BD BD Biosciences, Heidelberg, D 
Anti-Human CD8 PC5 # A07758 BC Beckman Coulter, Krefeld, D 
Anti-Human CD19 APC-H7 # 560252 BD BD Biosciences, Heidelberg, D 
Anti-Human CD19 APC # 555415 BD BD Biosciences, Heidelberg, D 
Anti-Human CD3 FITC # 555332 BD BD Biosciences, Heidelberg, D 
Anti-Human CD45 APC # IM 2473 BC Beckman Coulter, Krefeld, D 
Anti-Human CD45 APC-Cy7 # 641417 BD BD Biosciences, Heidelberg, D 
Anti-Human CD25 BV510 AmCyan # 563352 BD BD Biosciences, Heidelberg, D 




3 Material und Methoden 
29 
 
3.1.6.2 Antikörper für Zellinkubation 
 
MAX.16H5 IgG1 1mg/mL, Biotest [149] 
LEAF™ purified mouse IgG1 κ isotype 
control antibody, clone MG1-45  




3.2.1 Schematische Darstellung der methodischen Arbeitsschritte 
 
Für diese Studie wurde ein neues experimentelles Design ausgearbeitet, wonach sowohl 
ruhende als auch aktivierte T-Zellen untersucht werden sollten. Zur Aktivierung wurden 
T-Zellen mit murinen Milzzellen oder mit dem T-Zell-Stimulans PHA inkubiert. Abbildung 2 
zeigt den experimentellen Ablauf der Studien. Milzzellen von TTG-Mäusen bieten den Vorteil, 
dass sie ein humanes MHC-II-Molekül (HLA-DR3) exprimieren, d. h. das humane 
CD4-Molekül binden können. Der CD4-Rezeptor ist nach Behandlung mit MAX.16H5 
blockiert und kann, laut Hypothese, nicht zur Stabilisierung und Etablierung der 
immunologischen Synapse zur Verfügung stehen, wie in Abbildung 3 dargestellt ist. Dieses 
in vitro Allograftmodell sollte die bisher durchgeführten in vivo Studien bestmöglich 
nachbilden, um den Mechanismus der MAX.16H5-vermittelten Toleranzinduktion auch 
in vitro besser untersuchen und verstehen zu können.  
In dem Kokulturmodell wurden murine Milzzellen einer TTG-Maus mit humanen T-Zellen 
inkubiert. Deshalb wurde zunächst eine geeignete Methode der magnetic activated cell sorting 
(MACS)-Separation gesucht, um beide Populationen nach Inkubation adäquat zu trennen. Für 
die Untersuchung der humanen CD4+ T-Zellen, insbesondere für RNA-Expressionsanalysen, 
ist ein reines Isolat nötig.  
 




Abbildung 2: Schematische Darstellung der unterschiedlichen Ansätze für die nachfolgende 
miRNA-Analyse. Zuerst wurden aus Vollblut PBMCs isoliert und mittels MACS-Separation CD4+ 
T-Zellen aufgereinigt. Nach Inkubation mit MAX.16H5 IgG1 bzw. einem Kontrollantikörper wurden 
drei Inkubationsansätze vorbereitet. Ein Ansatz ohne Stimulation, ein Ansatz mit PHA-Stimulation 
und ein Kokulturansatz mit bestrahlten (30 Gy) murinen Milzzellen einer TTG-Maus als 
Stimulatorzellen. Die murinen Zellen wurden durch MACS-Separation wieder von den humanen 
CD4+ T-Zellen getrennt und die humanen Zellen der Analyse zugeführt. 






3.2.2.1 Auftauen von Zellen  
 
Um Zellen (PBMCs und murine Milzzellen) die in flüssigen Stickstoff tiefgefroren lagern, zu 
reaktivieren, wurden diese in einem ersten Schritt rasch bei 37 °C im Wasserbad aufgetaut. 
Sobald die Zellen aufgetaut waren, wurden sie in ein 15 ml Röhrchen mit 10 ml AIM-V® 
Medium + 10 % fetales Kälberserum (FKS) auf Raumtemperatur (RT) überführt und 
resuspendiert. Danach wurden die Zellen zweimal in 10 ml Medium gewaschen und 
abzentrifugiert (5 min, 1200 rotations per minute (rpm), 4 °C). Anschließend wurden die Zellen 
auf 12-well Platten ausplattiert und bei 37 °C und 5 % CO2 für 48 h inkubiert.  
 
3.2.2.2 Konservierung von Zellen 
 
Zur Konservierung der Zellen wurden diese eingefroren. Die Zellsuspension (PBMCs oder 
murine Milzzellen) wurde dafür abzentrifugiert (10 min, 1200 rpm, 4°C), der Überstand 
entfernt und das Zellpellet in Einfriermedium (90% DMSO, 10% FKS) resuspendiert. Die 
Zellen wurden zu je 2 ml aliquotiert und in Einfrierröhrchen überführt. Anschließend erfolgte 
Abbildung 3: Schematische Darstellung des Kokulturansatzes. Humane CD4+ T-Zellen und murine 
Milzzellen einer TTG-Maus werden inkubiert. Der T-Zell-Rezeptor kann über das HLA-DR-Molekül 
der murinen Zellen mit diesem interagieren. Bei Inkubation mit dem CD4-gerichteten Antikörper 
MAX.16H5 IgG1 wird bei diesem Kontakt jedoch das CD4-Molekül geblockt und steht nicht als 
kostimulatorisches Signal und stabilisierender Rezeptor zur Verfügung. 
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schrittweises Einfrieren in einer Einfrierbox bei –80°C für 24 h und danach in flüssigen 
Stickstoff (–196°C). 
 
3.2.2.3 Bestimmung der Zellzahl von PBMCs und Splenozyten 
 
Die Zellzahl wurde mithilfe einer Neubauer-Zählkammer bestimmt. Dafür wurde die 
Zellsuspension durch Auf- und Abpipettieren vermischt, 20 µl abgenommen und mit 2 µl 10× 
Trypanblau gefärbt. Tote Zellen erschienen blau gefärbt, da der Farbstoff nur in abgestorbene, 
perforierte Zellen eindringen kann. Vitale Zellen, die nicht gefärbt waren, konnten so 
unterschieden werden. Es wurden jeweils 4×16 kleine Quadrate ausgezählt und die Zellzahl 
wie folgt berechnet: Zellen/ml = Gesamtsumme aller Quadranten/4×104. 
 
3.2.3 Isolation humaner PBMCs aus Spenderblut  
 
PBMCs wurden aus sogenannten buffy coats freiwilliger gesunder humaner Spender gereinigt. 
Humane PBMCs wurden mittels Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation (Dichte 1,077 g/ml) aus 
dem Spenderblut isoliert [219]. Dazu wurde das Spenderblut zuerst im Verhältnis 1:1 mit 
1×PBS verdünnt (50 ml 1×PBS + 50 ml Spenderblut). Danach wurden 15 ml Ficoll-Reagenz 
mit 20 ml der verdünnten Spenderblutlösung vorsichtig überschichtet, um zwei Phasen zu 
Abbildung 4: Schematische Darstellung der Schichtung vor und nach Ficoll-
Dichtegradientenzentrifugation [219].  
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erhalten. Nach anschließender Zentrifugation (30 min, 1400 rpm, 20 °C, ohne Bremse) konnte 
die Zwischenphase mit den PBMCs (Abbildung 4) vorsichtig abpipettiert, in ein neues 50 ml 
Röhrchen überführt und mit 1×PBS aufgefüllt werden. Nach erneuter Zentrifugation (10 min, 
1400 rpm, 20 °C) wurde der Überstand abgesaugt und die Zellen wurden ein weiteres Mal in 
30 ml PBS gewaschen und abzentrifugiert (10 min, 1400 rpm, 20 °C). Um die Ausbeute an 
PBMCs zu ermitteln, wurde die Zellzahl mittels Neubauer-Zählkammer bestimmt (siehe 
Kapitel 3.2.2.3). 
 
3.2.4 Isolation muriner Milzzellen 
 
Für die Isolation muriner Milzzellen wurde eine TTG-Maus von qualifizierten Mitarbeitenden 
präpariert, die Milz unter sterilen Bedingungen entfernt, auf ein 100 µm Zellsieb gegeben und 
mit dem Kolben einer sterilen Spritze zerrieben, um eine Einzelzellsuspension in 1×PBS zu 
erhalten. Die isolierten Zellen wurden in einem 50 ml Röhrchen gesammelt, mit 1×PBS 
gewaschen, abzentrifugiert (10 min, 1400 rpm, 4 °C) und anschließend in 20 ml 1×PBS 
aufgenommen. Danach wurden die murinen Milzzellen im Bestrahlungsgerät mit einer 
Gesamtdosis von 30 Gray (Gy) bestrahlt und erneut zweimal mit 1×PBS gewaschen, 
abzentrifugiert (10 min, 1400 rpm, 4 °C) und die Zellzahl wurde, wie oben beschrieben, 
bestimmt (siehe Kapitel 3.2.2.3). 
 
3.2.5 Isolation humaner CD4+ T-Zellen und MACS-Separation humaner und muriner 
Zellen  
 
Die Isolation humaner CD4+ T-Zellen aus PBMCs erfolgte mittels MACS-Separation mit dem 
CD4+ T Cell Isolation human Kit (Miltenyi Biotec GmbH).  
Die Separation humaner CD3+ Zellen wurde mit dem CD3 MicroBeads human Kit 
(MicroBeads konjugiert mit monoklonalem anti-humanen CD3 Antikörper, Isotyp: murin 
IgG2a) durchgeführt.  
Die Separation muriner cd45+ Zellen erfolgte mittels MACS-Separation mit dem CD45 
MicroBeads mouse Kit (MicroBeads konjugiert mit monoklonalem anti-murin CD45, Ly-5 
Isotyp: Ratte IgG2b, Klon 30F11.1). Dieser Arbeitsschritt wurde zur Separation muriner und 
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humaner Zellen nach Kokultur vorgenommen. Die Aufreinigungen wurden entsprechend den 
Angaben und Protokollen des Herstellers (Miltenyi Biotec GmbH) durchgeführt.  
Bei der Isolation humaner CD4+ Zellen aus PBMCs wurden die Zellen zunächst zentrifugiert 
(10 min, 1200 rpm, RT) und anschließend wurden 1×107 Zellen in 40 µl MACS-Puffer 
(1×PBS, pH 7,2, 0.5% Bovines Serum Albumin, 2 mM EDTA) resuspendiert. Anschließend 
erfolgte die Inkubation der 1×107 Zellen mit 10 µl des Biotin-Antikörper-Cocktails (Cocktail 
von Biotin-konjugierten monoklonalen Antikörpern gegen CD8a, CD14, CD15, CD16, CD19, 
CD36, CD56, CD132, TcRγ/δ, und CD235a) für 10 min bei 4−8 °C im Dunkeln. Anschließend 
wurden weitere 30 µl pro 1×107 Zellen MACS-Puffer sowie 20 µl Anti-Biotin MicroBeads zu 
den Zellen hinzugefügt, vermischt und für 15 min bei 4−8 °C im Dunkeln inkubiert. 
Zur Separation humaner CD3+ und muriner cd45+ Zellen wurden diese in einem ersten Schritt 
zentrifugiert (10 min, 1200 rpm, RT), in 80 µl (CD3+) bzw. 90 µl (cd45+) MACS-Puffer pro 
1×107 Zellen resuspendiert und mit 20 µl (CD3+) bzw. 10 µl (cd45+) pro 1×107 Zellen der CD3 
bzw. CD45 MicroBead-Lösung vermischt und für 15 min bei 4−8 °C im Dunkeln inkubiert. 
Nach der Inkubation wurden alle Ansätze einmal mit 1-2 ml MACS-Puffer (je 1×107 Zellen) 
gewaschen und anschließend zentrifugiert (10 min, 1200 rpm, RT). Danach wurden 1×108 
Zellen in 500 µl MACS-Puffer resuspendiert. Für die Isolation humaner CD4+ Zellen wurden 
LD-Säulen verwendet. Diese wurden in den Magnetblock eingesetzt und mit 3 ml MACS-
Puffer gespült. Anschließend konnte die Zellsuspension (mindestens 500 µl) auf die Säule 
geladen werden. Nachdem die Zellsuspension durchgelaufen war, wurde erneut mit 3 ml 
MACS-Puffer gespült und der gesamte Durchlauf gesammelt. Dieser enthielt die isolierten 
CD4+ Zellen, die für weitere Experimente verwendet werden konnten. 
Für die Separation von humanen CD3+ und murinen cd45+ Zellen wurden MS-/LS-Säulen 
verwendet. Die MS/LS-Säulen wurden in den Magnetblock eingesetzt und mit 0,5 ml (MS) 
bzw. 3 ml (LS) MACS-Puffer gespült. Anschließend konnten die Zellsuspensionen (mindestens 
500 µl) auf die Säulen geladen werden. Nachdem die Zellsuspension durchgelaufen war, wurde 
erneut mit 0,5 ml (MS) bzw. 3 ml (LS) MACS-Puffer gespült und der Durchlauf gesammelt. 
Im Durchlauf befindet sich die ungebundene Negativfraktion. Mit CD3 MicroBeads human 
gelabelte Zellen bzw. mit CD45 MicroBeads mouse gelabelte Zellen verblieben in der Säule. 
Zum Lösen der gebundenen Zellen wurden die Säulen vom Magnetblock entfernt und 
anschließend 1 ml (MS) bzw. 5 ml (LS) MACS-Puffer auf die Säulen pipettiert. Die Säulen 
wurden mittels Druckes durch einen Kolben gespült und der Durchlauf wurde in einem neuen 
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15 ml Röhrchen aufgefangen. Nach einem Zentrifugationsschritt (10 min, 1200 rpm, RT) 
konnten die isolierten CD3+ bzw. cd45+ Zellen in 1 ml MACS-Puffer resuspendiert werden. 
 
3.2.6 Inkubation mit dem murinem MAX.16H5 IgG1 Antikörper 
 
Der murine MAX.16H5 IgG1 Antikörper wurde verwendet wie bereits vorher beschrieben 
[124]. Zusätzlich wurde ein Isotyp-Kontrollantikörper LEAF™ (Low Endotoxin, Azide-Free™) 
purified mouse IgG1 (κ Isotyp-Kontrollantikörper, Klon MG1-45) verwendet. Zur Inkubation 
wurde mit einer Antikörperkonzentration von 1 mg/ml gearbeitet. Für die 
Antikörperverdünnungen wurde AIM-V® CTS™ serum-free Medium verwendet. Für je 
1.4×107 Zellen wurden 80 µg (≙ 80 µl Lösung) Antikörper eingesetzt und in 30 ml AIM-V® 
Medium bei RT für 1 h im Dunkeln inkubiert. Als Kontrolle wurden PBMCs unter denselben 
Bedingungen mit dem Isotyp-Kontrollantikörper inkubiert. Nach 1 h Inkubation wurden die 
Zellen abzentrifugiert (10 min, 1200 rpm, RT), einmal mit 1×PBS gewaschen, erneut 
abzentrifugiert (10 min, 1200 rpm, RT) und anschließend in AIM-V® Medium aufgenommen 
und ausplattiert. Die PBMCs wurden vor und nach Antikörperinkubation mittels 
Durchflusszytometrie auf Antikörperbindung analysiert. 
 
3.2.7 Inkubation humaner CD4+ T-Zellen  
 
Die isolierten humanen CD4+ T-Zellen wurden nach Antikörperinkubation mit dem murinen 
MAX.16H5 IgG1 bzw. dem jeweiligen Isotyp-Kontrollantikörper ohne Stimulation zusammen 
mit bestrahlten murinen Milzzellen einer TTG-Maus (human CD4+/+, murin cd4-/-, HLA-
DR3+/+) oder mit 1 % PHA (5 µg/ml) für 24 h oder 72 h in 24-well Platten bei 37 °C, 5 % CO2 
inkubiert.  
Für die Kokultur humaner CD4+ T-Zellen mit murinen Milzzellen wurden unterschiedliche 
Verhältnisse gewählt: 10:1 (3×106 CD4+ Zellen/3×105 Milzzellen), 8,2:1 (6×106 CD4+ 
Zellen/7,3×105 Milzzellen) und 2:1 (4×106 CD4+ Zellen/2×106 Milzzellen). Die 
Zellsuspensionen wurden in jeweils 3 ml AIM-V® Medium + 10 % FKS auf 24 Well Platten 
ausplattiert und danach bei 37 °C, 5 % CO2 inkubiert.  
 





Alle Messungen wurden an einem FACSCanto BDTM II Gerät durchgeführt. Für die 
Kompensation der Fluorochrome und zur Kalibrierung wurden compensation beads 
(CompBeads, BD Biosciences) nach Anweisung des Herstellers verwendet [220]. 
Durchflusszytometrische Analysen wurden zur immunphänotypischen Charakterisierung von 
PBMCs aus Spenderblut und murinen Milzzellen vor und nach MACS-Separationsschritten, 
vor und nach Inkubation mit MAX16.H5 IgG1 bzw. Isotyp-Kontrollantikörper, zur 
Verlaufskontrolle während Inkubation sowie vor und nach Separation muriner Zellen nach 
Kokultur durchgeführt.  
Für die Analyse von Oberflächenmarkern wurden 2×105 Zellen mit Fluoreszenzfarbstoff-
markierten Antikörpern (siehe Tabelle 3) für 25 min bei RT im Dunkeln inkubiert. 
 
 
Tabelle 3.: Fluoreszenzfarbstoff-markierte Antikörper für die Durchflusszytometrie 
(Volumenangabe je 2×105 Zellen) 
Antikörper Klon Firma Volumen 
Anti-Human CD4 PE 13B8.2 Beckman Coulter 1,0 µl 
Anti-Human CD8 PE-Cy7 RPA-T8 BD Biosciences 2,0 µl 
Anti-Human CD8 PC5 B9.11 Beckman Coulter 1,5 µl 
Anti-Human CD19 APC-H7 SJ25C1 BD Biosciences 2,5 µl 
Anti-Human CD19 APC HIB19 BD Biosciences 1,0 µl 
Anti-Human CD3 FITC UCHT1 BD Biosciences 1,0 µl 
Anti-Human CD45 APC J33 Beckman Coulter 1,5 µl 
Anti-Human CD45 APC-H7 2D1 BD Biosciences 1,0 µl 
Anti-Human CD25 BV510 AmCyan M-A251 BD Biosciences 1,0 µl 
Anti-Maus cd45 PerCP 30-F11 BD Biosciences 1,5 µl 
 
 
Alle Proben wurden danach zweimal mit 1×PBS + 1 % FKS gewaschen, abzentrifugiert (5 min, 
1250 rpm, RT) und anschließend in 200 µl 1×PBS resuspendiert. Anschließend folgte die 
Messung am Durchflusszytometer. Die gesammelten Daten wurden mit der Software BD 
FACSDIVATM analysiert und ausgewertet. 
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Wenn nicht anders angegeben, wurde die vitale Zellpopulation (life gate) im Vorwärts- und 
Seitwärtsstreulicht (FSC/SSC) für die Analyse verwendet. Nicht-vitale Zellen zeigen in dieser 
Analyse geringere Vorwärtsstreulichtwerte (FSC) und höhere Seitwärtsstreulichtwerte (SSC) 
als vitale Zellen. Zellfragmente sind kleiner als vitale Zellen und weisen niedrigere FSC-Werte 
auf [220–222]. Durch Legen eines entsprechenden gates lassen sich tote Zellen und 
Zellfragmente von der Analyse ausschließen [220–222]. Sollten auch nicht-vitale Zellen in die 
Analyse mit einbezogen werden, so wurde die gesamte Population im FSC/SSC Plot mit 
einbezogen (total gate). 
Im SSC/CD45 gate, bezogen auf das life gate, wurden humane Leukozyten bestimmt. Das 
SSC/CD3 gate wurde zur Identifikation von T-Zellen gesetzt [220]. Mit den gates für humanes 
CD3/CD4 und CD3/CD8, bezogen auf das life gate, wurden T-Helferzellen, bzw. zytotoxische 
T-Zellen bestimmt [220]. In den CD3/C19 Plots, bezogen auf das life gate, wurden B-Zellen 
identifiziert [220]. Aktivierte T-Zellen wurden als CD25+ Population in einem SSC/CD25 Plot 
bezogen auf die vitale Zellpopulation im life gate dargestellt [220]. Mit dem SSC/murin-cd45 




Die RNA-Isolation wurde mittels Phenol-Chlorophorm-Extraktion durchgeführt. Dazu wurde 
zunächst 1 ml der Zellkultur pelletiert (5 min, 1000 rpm, 4 °C) und das Pellet in 1 ml peqGOLD 
TriFASTTM aufgenommen und sofort bei -80 °C tiefgefroren und gelagert. 
Zur weiteren Analyse wurde das gefrorene, peqGOLD TriFASTTM behandelte Zelllysat auf Eis 
langsam aufgetaut und 200 µl Chloroform hinzugegeben, anschließend für 15 s geschüttelt und 
für 3 min bei RT inkubiert. Nach einem Zentrifugationsschritt (15 min, 13000 rpm, 4 °C) wurde 
die obere wässrige Phase in ein frisches Eppendorfgefäß transferiert, mit 500 µl Isopropanol 
vermischt und 10 min bei RT inkubiert. Danach wurde erneut zentrifugiert (10 min, 13000 rpm, 
4 °C) und das Pellet in 1 ml Ethanol (75 % in sterilem H2O) resuspendiert, gevortext und 
zentrifugiert (10 min, 13000 rpm, 4 °C). Die RNA befindet sich in der oberen wässrigen Phase, 
Proteine und Lipide in der unteren organischen Phase. Mittels Isopropanol wurde die RNA 
präzipitiert und anschließend durch Zentrifugation pelletiert. Das Pellet wurde bei RT für 5 min 
getrocknet und anschließend in 100 µl RNase- und DNase-freiem H2O resuspendiert. Die 
Proben wurden abschließend 10 min bei 60 °C inkubiert, um mögliche verbliebene Enzyme zu 
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deaktivieren. Die RNA-Konzentration wurde mittels optischer Dichtemessung 
(spektralphotometrische Konzentrationsbestimmung) an einem NanoPhotometer (Wellenlänge 




Die isolierte RNA wurde in 100 µl RNase-freiem, destilliertem Wasser resuspendiert und 
2,5 µl 3 M Natriumacetat, 0,5 µl Glykogen und 250 µl 100 % Ethanol zugegeben. Diese 
Lösung wurde über Nacht bei -20 °C gelagert, um die RNA zu fällen und somit deren Reinheit 
zu erhöhen. Um die RNA wieder in Lösung zu bringen, wurde der Fällansatz abzentrifugiert 
(15 min, 13300 rpm, 4 °C), das Pellet einmal mit 70 % Ethanol gewaschen und anschließend 
getrocknet. Anschließend wurde die RNA in 20 µl RNase-freiem, destilliertem Wasser 
resuspendiert, die RNA-Konzentration mittels NanoPhotometer (spektralphotometrische 
Konzentrationsbestimmung) bei einer Wellenlänge λ 260 nm bestimmt und die RNA auf -80 °C 
gelagert. 
 
3.2.11 Next Generation Sequencing von miRNAs 
 
Next Generation Sequencing ist eine Methode zur raschen Analyse von Genexpressionsprofilen 
und liefert eine große Menge an Expressionsdaten [223]. Es ermöglicht ein miRNA-Screening 
mit hoher Sensitivität und eignet sich somit besonders um miRNA-Regulationsmechanismen 
zu untersuchen [223, 224]. Die Bestätigung einer identifizierten differentiellen Genexpression 
muss jedoch immer mittels qPCR erfolgen [223]. 
Nach Analyse und Auswertung der Expressionsdaten wurden die regulierten miRNAs im 
Rahmen einer Literaturrecherche mit PubMed (www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed) auf bekannte 
immunmodulatorische Eigenschaften untersucht und Hypothesen zur Regulation formuliert. In 
einem nächsten Schritt wurden die regulierten miRNAs mittels der online verfügbaren 
TargetScan-Software (www.targetscan.org [212]) untersucht, um mögliche Bindestellen der 
miRNAs zu identifizieren.  
Der gesamte Prozess des NGS und der bioinformatischen Voranalyse wurde von der Core Unit 
DNA-Technologien der Medizinischen Fakultät der Universität Leipzig unter Leitung von 
Herrn Dr. Knut Krohn mittels eines Illumina HiScanSQ Sequencer durchgeführt. Im Folgenden 
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sollen die wichtigsten Arbeitsschritte kurz zusammengefasst werden, die allesamt nach den 
Protokollen des Herstellers durchgeführt wurden [225]. 
In einem ersten Schritt wurde, wie oben beschrieben, die RNA isoliert und aufgereinigt. 
Anschließend wurden 500 ng Total-RNA für die Herstellung der small-RNA-Bibliothek mittels 
TruSeq™ Small RNA Sample Prep Kit v2 (Illumina) eingesetzt. In diesem Prozess wurden die 
RNAs am 3′- und am 5′-Ende jeweils mit einer Adaptersequenz und am 5′-Ende zusätzlich mit 
einer RT-Primer-Sequenz versehen. Anschließend wurde eine reverse Transkription 
durchgeführt, wodurch eine cDNA-Bibliothek erhalten wurde. In einem nächsten Schritt 
wurden die cDNA-Konstrukte mittels PCR amplifiziert. Dabei wurde für das 5′-Ende ein 
universeller Primer verwendet, am 3′-Ende hingegen wurden sogenannte barcoded primer 
verwendet, die die Konstrukte mit einer einzigartigen Barcode-Sequenz versehen. Die PCR-
Produkte wurden anschließend mit Gelelektrophorese auf 140-165 bp größenselektiert, 
aufgereinigt und mittels Library Quantification Kit-Illumina/Universal (KAPA Biosystems) 
quantifiziert [223]. 
Ein Pool von 12 cDNA-Bibliotheken wurde für die Herstellung von Clustern verwendet. Die 
DNA hatte eine Konzentration von 10 pM und wurde mit dem Illumina cBot nach dem 
SR_Amp_Lin_Block_Hybv8.0 Protokoll geclustert. Die Sequenzierung der cDNA-Bibliothek 
erfolgte mittels Illumina HighScan-SQ unter Verwendung von Version 3-Reagenzien und einer 
Version 3-Flusszelle.  
Zur Datenanalyse wurden als Erstes mittels Cutadapt Software die Adaptersequenzen in der 
Primärsequenz identifiziert und abgetrennt. Anschließend wurden die Sequenzen mit einer 
Länge von 15 bis 27 Basen mit dem Programm bowtie aligner gegen die miRNA-Datenbank 
miRBase abgeglichen. Die Quantifizierung der Anzahl der Counts pro miRNA, die erfolgreich 
mit der miRBase (www.mirbase.org [226, 227]) abgeglichen wurde, wurde mit R/Bioconductor 
durchgeführt. Die Normalisierung der Rohdaten erfolgte mit DESeq2 [228]. 
Die finale Auswertung der NGS-Daten erfolgte in Excel, wie von Wurm et al. und Hartmann et 
al. beschrieben [229, 230]. Dazu wurden die Anzahl der normalisierten Counts für jede miRNA 
zwischen Isotyp-Kontrolle und der MAX16.H5-Population verglichen und ins Verhältnis 
gesetzt [231]. Es wurden in einem ersten Schritt, wenn nicht anders angegeben, 
Verhältnisunterschiede größer gleich 1,25 (Log2(1,25) = +0,32) bzw. kleiner gleich 0,80 
(Log2(0,80) = -0,32) berücksichtigt [230]. Des Weiteren wurden, wie in der Literatur 
beschrieben, nur miRNAs berücksichtigt, die mehr als 10 Counts hatten, um die 
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Wahrscheinlichkeit für falsch-positive Ergebnisse aufgrund von Sequenzierungsfehlern zu 
verringern [223, 232]. Es mussten außerdem mindestens 2/3 der Proben bei drei Spendern bzw. 
2/2 Proben bei zwei Spendern diese Einschränkungen erfüllen, um im Rahmen der Auswertung 
berücksichtigt zu werden [232]. 
Abschließend wurden Heat Maps und Diagramme der hoch- und herunterregulierten miRNAs 
erstellt und somit ein Expressionsprofil der CD4+ T-Zellen nach MAX.16H5-Inkubation 
ermittelt. Um die unterschiedliche Expression im NGS zu bestätigen, musste dies in einem 
nächsten Schritt mittels einer qPCR verifiziert werden. 
  
3 Material und Methoden 
41 
 
3.2.12 Next Generation Sequencing – Analyseschema 
 
Abbildung 5 stellt schematisch den Ablauf der NGS-Analyse mit allen Zwischenschritten dar 
und zeigt, welche Ansätze für die Auswertung herangezogen wurden (rote Pfeile). 
 
3.2.13 Reverse Transkription und qPCR  
 
Die Quantifizierung der miRNAs erfolgte in zwei Schritten: In einem ersten Schritt wurde die 
isolierte und aufgereinigte RNA mittels entsprechender Primer in cDNA umgeschrieben 
(Reverse Transkription) und diese cDNA anschließend mittels qPCR gemessen. Beide Schritte 
wurden mit TaqMan® Small RNA Assays Kits entsprechend den vom Hersteller (Thermo 
Fisher Scientific) bereitgestellten Protokollen durchgeführt.  
 
Abbildung 5: Schematische Darstellung der NGS-Analyse. Nach Isolation, MACS-Separation und 
Antikörperinkubation wurde die miRNA-Expression in Zellen von insgesamt drei unterschiedlichen 
Spendern mittels NGS ermittelt. Es wurde die miRNA-Expression nach 1 h Antikörperinkubation und 
zusätzlich 72 h Inkubation nach unterschiedlichen Stimulationsbedingungen untersucht. Von jenen 
Ansätzen, die für die NGS-Analyse verwendet werden konnten, zeigen Pfeile auf die NGS-Analyse. Die 
Zeitpunkte der FACS-Analyse sind ebenso dargestellt. 
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3.2.13.1 Reverse Transkription 
 
1x Ansatz                                          [µl] 
10×RT-buffer   1,50 
dNTPs 100mM   0,15 
Reverse Transkriptase 50 U/µl   1,00 
RNase Inhibitor 20 U/μl   0,19 
Aqua RNase free   1,16 
Volumen   4,00 
RNUB6/RNU44 5×RT Primer    3,00 
miRNA 5×RT Primer   3,00 
Isolierte RNA 20 ng/µl   5,00 
Reaktionsvolumen 15,00 
 
In den Reaktionsansätzen wurden insgesamt 100 ng RNA eingesetzt, die Reaktionsansätze in 
einem Reaktionsgefäß gemischt, in den Thermocycler überführt und die Reverse Transkription 
wurde nach folgendem Programm durchgeführt: 
 
Reaktionsschema – Reverse Transkription 
Stufe Zeit Temperatur 
Hold 30 min 16 °C 
Hold 30 min 42 °C 
Hold   5 min 85 °C 
Hold ∞   4 °C 
 
Die RT-Produkte konnten anschließend für weitere experimentelle Schritte genutzt oder 
bei -20 °C tiefgefroren und aufbewahrt werden. 
 
  





Für die qPCR wurden die Produkte der RT-Reaktion verwendet. Falls diese tiefgefroren 
gelagert wurden, mussten diese erst auf Eis aufgetaut werden. Die PCR wurde jeweils in drei 
Replikaten durchgeführt, das heißt je Ansatz wurde ein 3×Ansatz vorbereitet und somit 3 PCR-
Läufe parallel durchgeführt. 
 
1×Ansatz                                                         [µl] 
TaqMan® Small RNA Assay 20×   1,00 
Produkt der RT-Reaktion   1,33 
TaqMan™ Universal PCR Master Mix 2× 10,00 
Aqua RNase free   7,67 
Reaktionsvolumen 20,00 
 
Die gesamten 20 µl des Reaktionsansatzes wurden auf 96 Well Platten (MicroAmp™ Optical, 
Thermo Fisher Scientific) angesetzt, die Platten mit Folie versiegelt, kurz zentrifugiert und die 
Platte ins PCR-Gerät (Realtime PCR System 7500, Thermo Fisher Scientific) überführt. 
Die PCR wurde nach folgendem Programm durchgeführt: 
 
Reaktionsschema – qPCR 
Stufe Zeit Temperatur 
Hold   2 min 50 °C 
Hold 10 min 95 °C 
40 PCR Cycles   
Denature 15 sek 95 °C 
Anneal/extend 60 sek 60 °C 
 
Der relative Expressionsunterschied zweier Proben wurde mittels ΔΔCt-Methode berechnet 
[233]. Der Ct (threshold cycle) Wert ist dabei als jener Zyklus definiert, bei dem das 
Fluoreszenzsignal während der PCR das erste Mal signifikant über das Hintergrundrauschen 
ansteigt und der exponentielle Verlauf der Kurve beginnt [234]. Je mehr Ausgangs-DNA 
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vorhanden ist, desto schneller ist dieser Punkt erreicht und desto niedriger ist der Ct-Wert [234]. 
Zur Berechnung der relativen Expression wurden die Mittelwerte der Ct-Werte von jeweils drei 
Replikaten gebildet. Von den Mittelwerten der Ct-Werte der PCR für die gesuchte miRNA 
wurden die Mittelwerte der Ct-Werte des Referenzgens abgezogen (ΔCt miRNA–ΔCt 
Referenzgen), in diesem Fall RNU6B (U6 small nuclear (sn) RNA) oder RNU44 (small 
nucleolar (sno) RNA 44). Anschließend wurde die Differenz der beiden ΔCt-Werte der zu 
vergleichenden Zellpopulationen (ΔCt-MAX.16H5-ΔCt-Isotyp) gebildet (ΔΔCt) und in 
folgende Gleichung eingesetzt: n-fache Expression = 2-ΔΔCt [233]. Der ΔΔCt entspricht der 
Differenz der beiden ΔCt-Werte, aus welchem die n-fache Expression und der Log2 der 
Expression berechnet werden können.  
Diese Expressionsunterschiede wurden anschließend als Log2 graphisch dargestellt. Zur 
statistischen Auswertung wurden, wie in der Literatur empfohlen [234], die ΔCt-Werte 
herangezogen und diese mittels parametrischem Student’s t-Test bzw. Welch’s t-Test bzw. 
nicht-parametrischem Mann-Whitney Rank Sum Test analysiert [234]. Die erhaltene Differenz 
der Mittelwerte der ΔCt-Werte entspricht dabei dem ΔΔCt der Mittelwerte. Für die Differenz 
der Mittelwerte wurde auch ein Konfidenzintervall (C.I. 95 %) ermittelt und angegeben. 
 
3.2.14 Statistische Analyse, Tabellen und Abbildungen 
 
Die Graphen wurden mit Hilfe von GraphPad Prism 6 (Verion 6.07, GraphPad Software Inc, 
San Diego, USA) erstellt. Die statistische Analyse erfolgte mit SigmaPlot 11.0 (SYSTAT, 
Erkrath, D). Dabei wurden die Daten auf ihre Normalverteilung mit dem Kolmogorow-
Smirnow-Test und dem Shapiro-Wilk-Test untersucht. Normalverteilte Daten wurden mit 
zweiseitigem Student’s t-Test auf ihre Signifikanz geprüft, nicht normalverteilte Werte mit dem 
Mann-Whitney Rank Sum Test. Außerdem wurde mittels Brown-Forsythe Test die 
Varianzhomogenität zwischen den Stichproben untersucht. Wurde diese angenommen, wurde 
ein Student’s t-Test durchgeführt, wurde sie abgelehnt, wurde mittels Welch’s t-Test auf 
Signifikanz hin untersucht. Als Signifikanzniveau wird mindestens ein P < 0,05 angenommen. 
Die Signifikanzniveaus werden in den Abbildungen mit *P < 0,05, **P < 0,01 und 
***P < 0,001 beschrieben. Zur Berechnung der Mittelwerte und Standardabweichungen 
(MW±SD) der Tabellenwerte sowie zur Berechnung der relativen Expression der miRNAs und 
des Log2 der relativen Expression nach NGS und qPCR wurden Microsoft® Office Excel 2016 
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und SigmaPlot 11.0 verwendet. Auch die Heat Maps wurden mit Hilfe von Microsoft® Office 
Excel 2016 erstellt. 








4.1 Etablierung eines in vitro Stimulationsmodells zur Analyse humaner 
CD4+ T-Zellen nach Antikörperinkubation 
 
Um den Einfluss des CD4-gerichteten-Antikörpers MAX.16H5 auf die Aktivierbarkeit von 
CD4+ T-Zellen zu untersuchen, wurde ein in vitro Stimulationsmodells etabliert. Hierfür 
wurden CD4+ T-Zellen mit MAX.16H5 bzw. einem Isotyp-Kontrollantikörper behandelt. Ein 
Teil wurde ohne Stimulation für einen definierten Zeitraum in Zellkultur gehalten. Ein anderer 
Teil wurde mit dem unspezifischen T-Zell-Stimulans PHA aktiviert. Ein dritter Teil wurde mit 
bestrahlten (30 Gy) murinen Milzzellen einer TTG-Maus als Stimulatorzellen in Kokultur 
gehalten. Für die Analyse mussten murine und humane Zellen nach Kokultur voneinander 
Abbildung 6: Schematische Darstellung der Separationsstrategien. CD4+ T-Zellen wurden mit 
Milzzellen einer TTG-Maus für 48 h in Kokultur inkubiert und anschließend durch MACS-Separation 
voneinander getrennt. Bei der positiven Selektion auf humane CD3+ Zellen (links) wurden diese in der 
Säule gebunden, gewaschen und eluiert. Bei der negativen Selektion humaner T-Zellen (rechts) wurden 
die murinen cd45+ Zellen in der Säule gebunden. Die humanen Zellen befanden sich im Durchlauf. Die 




getrennt werden. Im Rahmen der Etablierung wurden zwei Separationsstrategien untersucht. 
Diese sind in Abbildung 6 schematisch dargestellt.  
Im Rahmen der ersten Strategie wurde positiv auf humanes CD3 separiert. Das bedeutet, CD3+ 
humane Zellen verblieben in der Säule, murine und ungebundene humane Zellen befanden sich 
im Durchlauf. Anschließend konnten die humanen CD3+ Zellen wieder von der Säule gelöst 
werden. Die zweite Strategie war eine positive Separation auf murines cd45, bzw. eine negative 
Separation auf humane Zellen. Hierbei wurden murine cd45+ Zellen in der Säule gebunden. 
Humane Zellen konnten die Säule passieren und wurden gesammelt. 
Beide Strategien wurden mittels fluorescence activated cell sorting (FACS) auf Reinheit und 
Ausbeute untersucht. In Abbildung 7 a-d sind die FACS-Histogramme nach MACS-Separation 
von jeweils zwei Spendern dargestellt. Die Prozentzahlen in den Histogrammen geben den 
Anteil der Zellpopulation im jeweiligen gate bezogen auf die gesamte Zellpopulation im 
FSC/SSC-Plot an. Im positiven Selektionsansatz auf humane CD3+ Zellen wurden die in der 
Säule gebundenen Zellen eluiert und der Anteil humaner CD3+ und CD45+ Zellen bestimmt 
(Abbildung 7 a-b, positive Fraktion). CD3 konnte bei diesen Zellen nicht direkt nachgewiesen 
werden, da der Rezeptor durch den MACS anti-humanen CD3 Antikörper blockiert war. Es 
zeigten sich jedoch humane CD45+ Zellen. Der Durchlauf wurde auf murine cd45+ Zellen 
untersucht (Abbildung 7 a-b, negative Fraktion), die nicht in der Säule gebunden wurden. Es 
zeigte sich eine eindeutige murine Population. Der Durchlauf zeigte außerdem eine cd45- 
Fraktion, in der sich nicht-gebundene humane Zellen befanden. Trotz hoher Reinheit der 
humanen Fraktion (positive Fraktion) kam es zu einem Zellverlust im Zuge der Aufreinigung. 
Nach negativer Separation humaner T-Zellen, bzw. positiver Separation muriner cd45+ Zellen 
wurden murine Zellen in der Säule gehalten, während humane Zellen nicht an die Säule 
gebunden wurden. Die FACS-Analyse des Durchlaufs (negative Fraktion) zeigte CD3+ und 
CD45+ Populationen in hoher Reinheit (Abbildung 7 c-d). In der Säule gebundene murine 
Zellen konnten wegen Maskierung des murinen cd45 Moleküls durch den MACS anti-murinen 
cd45 Antikörper nicht direkt gemessen werden. Die von der Säule eluierten Zellen waren zum 
Großteil CD45-, eine humane CD45+ Zellpopulation war jedoch vorhanden (Abbildung 7 c-d, 
positive Fraktion). Diese nicht-verwertbare humane Fraktion war kleiner als die murine cd45- 
Population in der anderen Separationsstrategie (Abbildung 7a-b, negative Fraktion). Es wurde 




Anbetracht dieser Ergebnisse wurde sich für den murinen cd45 MACS-Separationsansatz 





Abbildung 7 a–d: FACS-Analyse nach MACS-Separation humaner CD4+ T-Zellen nach 
Kokultur mit murinen Milzzellen. CD4+ Zellen von zwei Spendern wurden mit murinen 
Milzzellen für 48 h inkubiert und anschließend durch MACS voneinander getrennt. Die positive 
Fraktion entspricht jeweils der in der Säule verbliebenen Population, die negative Fraktion dem 
Durchlauf. Die Prozentzahlen in den Histogrammen geben den Anteil der Zellpopulation bezogen 
auf die Gesamtpopulation im FSC-/SSC-Plot an. In der positiven Selektionsstrategie wurden 
humane CD3+ T-Zellen in der Säule gebunden (a-b). Es zeigten sich in der FACS-Analyse der 
positiven Fraktion keine CD3+ Zellen (0,5 % und 0,6 %), da CD3 durch den MACS-Antikörper 
blockiert war. Es konnten jedoch CD45+ Zellen nachgewiesen werden (89,7 % und 93,2 %). Die 
negative Fraktion zeigte murine cd45+ Zellen (39,7 % und 47,8 %) und eine cd45- Population, 
entsprechend verlorener nicht-muriner (humaner) Zellen. In der negativen Selektionsstrategie 
wurden murine cd45+ Zellen in der Säule gebunden, im Durchlauf befanden sich die humanen Zellen 
(c-d). Es zeigten sich in der Analyse der positiven Fraktion humane CD45+ Zellen (33,1 % und 
25,8 %), die dem Verlust entsprachen. In der negativen Fraktion konnten humane CD3+ (85,5 % und 





4.2 Next Generation Sequencing zur miRNA-Expressionsanalyse in 
CD4+ T-Zellen nach MAX.16H5 IgG1-Inkubation 
 
4.2.1 FACS-Analyse isolierter CD4+ T-Zellen vor und nach Antikörperinkubation  
 
Die isolierten CD4+ T-Zellen wurden nach Antikörperinkubation mit MAX.16H5 IgG1 bzw. 
Isotyp IgG1 mittels Durchflusszytometrie auf die Oberflächenmarker CD3, CD4, CD8, CD45 
und CD19 untersucht. Die Prozentwerte der Zellpopulationen dieser Analysen sind in Tabelle 4 
und Tabelle 5 zusammengefasst. In Abbildung 8 a–d sind die Ergebnisse für einen Spender 
(Spender 3) repräsentativ dargestellt. Der in den FACS-Plots dargestellte prozentuale Anteil 
der Zellen im gate bezieht sich auf die vitale Zellpopulation (life gate) im FSC/SSC-Plot.  
Nach Isolation der PBMCs aus Spenderblut waren CD45+ (Leukozyten), CD3+/CD4+ 
(T-Helferzellen) und CD3+/CD8+ (zytotoxische T-Zellen) Zellpopulationen nachweisbar. Es 
konnte eine kleine CD19+ B-Zellpopulation nachgewiesen werden (Abbildung 8 a-d, 
Tabelle 4). Nach MACS-Separation humaner CD4+ Zellen waren in der FACS-Analyse der 
Zellsuspension keine CD3+/CD8+ und keine CD19+ Zellen mehr detektierbar, die gemessenen 
Zellen waren CD3+/CD4+ (Abbildung 8 a–d, Tabelle 4).  
Nach Inkubation der Zellen mit MAX.16H5 IgG1 waren keine CD3
+/CD4+ Zellen mehr 
nachweisbar, jedoch eine CD3+/CD4- Population, deren CD4-Molekül durch den Antikörper 
maskiert ist (Abbildung 8 c, Tabelle 5). Die mit dem Isotyp-Kontrollantikörper inkubierten 
Zellen zeigten weiterhin eine CD3+/CD4+ T-Zellpopulation (Abbildung 8 d, Tabelle 5). In 
Abbildung 9 sind die Ergebnisse der FACS-Analysen für alle drei Spender der einzelnen 
Experimente zusammengefasst. Durch Inkubation mit dem CD4-gerichteten MAX.16H5 IgG1 
Antikörper konnten keine CD3+/CD4+ Zellen detektiert werden, während diese nach Inkubation 
mit dem Kontrollantikörper vorhanden waren (Abbildung 9). Es zeigte sich ein statistisch 
signifikanter Unterschied zwischen der Detektion einer CD3+/CD4+ Population und einer 
CD3+/CD4- Population nach Inkubation mit dem MAX.16H5 IgG1 bzw. dem 





Tabelle 4: FACS-Analyse der Zellen nach Isolation  
(Angaben in % der vitalen Zellen) 
 PBMCs nach MACS-Separation 
Spender 1 2 3 MW±SD 1 2 3 MW±SD 
huCD45+ 91,83 93,59 93,03 92,8±0,9 99,31 99,47 99,02 99,3±0,2 
huCD3+/huCD4+ 28,81 36,59 35,29 33,6±4,23 85,58 94,78 91,8 92,6±5,4 
huCD3+/huCD4- 9,16 12,96 14,95 12,4±2,9 5,15 1,26 1,48 2,6±2,2 
huCD3+/huCD8+ 7,25 11,27 12,31 10,3±2,7 0,00 0,00 0,02 0,0±0,0 
huCD19+ 5,28 6,53 5,99 5,9±0,6 0,04 0,00 0,00 0,0±0,0 
 
 
Tabelle 5: FACS-Analyse der Zellen nach Antikörperinkubation  
(Angaben in % der vitalen Zellen) 




Spender 1 2 3 MW±SD 1 2 3 MW±SD 
huCD45+ 99,71 99,60 98,96 99,4±0,4 99,54 99,23 98,96 99,2±0,3 
huCD3+/huCD4+ 0,81 1,03 0,98 0,9±0,1 96,28 93,09 95,94 95,1±1,8 
huCD3+/huCD4- 97,10 96,70 95,84 96,5±0,6 1,13 1,02 1,26 1,1±0,1 
huCD3+/huCD8+ 0,09 0,02 0,05 0,1±0,0 0,06 0,03 0,04 0,0±0,0 






Abbildung 8 a–d: FACS-Analyse nach Separation und Inkubation mit MAX.16H5 IgG1 und 
Kontrollantikörper. PBMCs wurden isoliert (a) und anschließend die CD4+ T-Zellen separiert (b). 
Die CD4+ T-Zellen wurden mit MAX.16H5 IgG1 (c) bzw. einem Isotyp IgG1 Kontrollantikörper (d) 
inkubiert. Die Experimente wurden mit PBMCs von drei Spendern durchgeführt, die FACS-Plots von 
Spender 3 sind repräsentativ dargestellt. Die Prozentzahlen in den FACS-Plots geben die Häufigkeit 
der Zellpopulation im jeweiligen gate, bezogen auf die vitale Zellpopulation (life gate) an. Nach 
MACS-Separation auf CD4+ T-Zellen sind 95,2 % der Zellen CD3+/CD4+. Die CD3+/CD4+ 
Zellpopulation kann nach Antikörperinkubation mit MAX.16H5 nicht mehr detektiert werden (1,0%). 
Eine CD3+/CD4- Population (95,8 %) ist nachweisbar. Nach Inkubation mit dem Isotyp- 





4.2.2 Separation muriner Milzzellen von humanen CD4+ T-Zellen 
 
Jene CD4+ T-Zellen, die mit murinen Milzzellen in Kokultur inkubiert wurden, mussten vor 
der miRNA-Analyse wieder von diesen getrennt werden. Dies wurde nach dem oben 
beschriebenen Prinzip mittels MACS-Separation auf murine cd45+ Zellen durchgeführt. Die 
Zellen im Durchlauf sowie die in der Säule verbliebenen Zellen wurden mittels 
Durchflusszytometrie auf die Expression von humanem CD45 und murinem cd45 hin 
untersucht. In Abbildung 10 a–b ist ein FACS-Plot eines Spenders (Spender 1) repräsentativ 
Abbildung 9: FACS-Analyse nach Separation und Antikörperinkubation. CD4+ T-Zellen 
wurden mit dem MAX.16H5 IgG1 bzw. einem Isotyp Kontrollantikörper inkubiert. Zwischen den 
jeweiligen Arbeitsschritten erfolgte eine FACS-Analyse. Es wurden Zellen von drei unabhängigen 
Spendern verwendet. Die Balken stellen die Mittelwerte der prozentualen Häufigkeiten von CD45+ 
(weiß), CD3+/CD4+ (schwarz), CD3+/CD4- (grau), CD3+/CD8+ (hellgrau) und CD19+ (dunkelgrau) 
Zellen von drei Spendern bezogen auf die vitale Zellpopulation dar. Die Fehlerbalken entsprechen 
der Standardabweichung. Nach Isolation humaner PBMCs waren die unterschiedlichen 
Zellpopulationen detektierbar (ganz linke Balkenreihe). Nach MACS-Separation humaner CD4+ 
T-Zellen war ein Großteil der Zellen CD3+/CD4+ (schwarze Balken, zweite Balkenreihe von links). 
Nach Inkubation mit MAX.16H5 IgG1 zeigte sich keine CD3+/CD4+ Population aber eine CD3+/CD4- 
Population (grauer Balken, dritte Balkenreihe von links, MW±SD 96,5±0,6 % N = 3 und 0,9±0,1 % 
N = 3, Student‘s t-Test ***P < 0,001). Die Behandlung mit dem Isotyp IgG1 Antikörper führte zu 
keiner Maskierung des CD4-Rezeptors, die CD3+/CD4+ Population war weiterhin sichtbar, nur eine 
minimale CD3+/CD4- Population war messbar (schwarze Balken, ganz rechte Balkenreihe; MW±SD 




dargestellt. Der in den FACS-Plots dargestellte prozentuale Anteil der Zellen im gate bezog 
sich auf die gesamte Population im FSC/SSC-Plot. Es wurden auch nicht-vitale Zellen, wie 
bestrahlte murine Zellen, in die Analyse miteinbezogen. 
Die Negativfraktion beschreibt den Durchlauf, d. h. den ungebundenen Anteil. Dieser bestand 
zu 94,4 % aus humanen CD45+ Zellen (Abbildung 10 a, linkes Panel), die anschließend der 
weiteren Analyse zugeführt wurden. Murine cd45+ Zellen konnten minimal nachgewiesen 
werden (0,5 % Abbildung 10 a, rechtes Panel). Dies bestätigte die Reinheit des Zellmaterials. 
Zur Kontrolle wurden die in der Säule verbliebenen Zellen eluiert und mittels FACS auf die 
Expression von murinem cd45 untersucht. Hierbei zeigte sich mit 47,7 % eine murine cd45+ 
Zellpopulation (Abbildung 10 b).  
 
Abbildung 10 a–b: FACS-Analyse nach MACS-Separation humaner CD4+ T-Zellen von murinen 
Milzzellen. Der in den Plots dargestellte prozentuale Anteil der Zellen im gate bezieht sich auf die 
gesamte im FSC/SSC-Plot dargestellte Zellpopulation. (a) Die Negativfraktion zeigt den Durchlauf, 
d. h. jene Zellen, die nicht in der Säule gebunden wurden. Hierbei zeigte sich, dass 94,4 % der Zellen 
CD45+ (linkes Panel) und wenige murine Zellen (0,5 %, rechtes Panel) vorhanden sind. (b) Die 
Positivfraktion bezieht sich auf die in der Säule gebunden Zellen. Es konnte hier eine murine 




4.2.3 NGS-miRNA-Expressionsanalyse in stimulierten und unstimulierten CD4+ 
T-Zellen nach 72 h Inkubation 
 
Humane CD4+ T-Zellen wurden 1 h mit dem MAX.16H5 IgG1 oder einem Isotyp-
Kontrollantikörper behandelt. Anschließend wurden die Zellen für 72 h unstimuliert in Medium 
gehalten, mit murinen Milzzellen inkubiert oder mit PHA stimuliert. Danach wurde mit NGS 
ein miRNA-Expressionsprofil erstellt und die MAX.16H5 IgG1-behandelten Zellen mit den 
Kontrollzellen verglichen. 
Die Konzentrationen der isolierten RNA nach 72 h Inkubation sind in Tabelle 6 
zusammengefasst. Für die NGS-Analyse sollten mindestens 500 ng Total-RNA zur Verfügung 
stehen. Es wurden für das NGS jene 12 Proben mit der höchsten RNA-Konzentration 
ausgewählt. Diese sind in Tabelle 6 fett markiert. Bei den Zellen ohne Stimulation wurde der 
Ansatz von Spender 2 analysiert, bei jenen mit Milzzellinkubation die Ansätze von Spender 2 
und 3, bei den PHA-Ansätzen waren alle drei Spender für das NGS vorgesehen. 
 
Tabelle 6: Ansätze und gemessene RNA-Konzentrationen. Nur die fett gekennzeichneten Ansätze  
wurden aufgrund ausreichender Menge für die NGS-Analyse verwendet. 
c(RNA) ng/µl MAX.16H5 IgG1 Isotyp IgG1 
Spender 1 2 3 1 2 3 
Keine Stimulation 36,0 81,2 48,4 33,2 109,0 58,4 
+ murine Milzzellen 41,6 74,8 146,0 38,0 126,0 159,0 
+ PHA 175,0 332,0 198,0 179,0 590,0 286,0 
 
 
In Abbildung 11 a-b sind die Heat Maps der verstärkt exprimierten und vermindert 
exprimierten miRNAs der CD4+ T-Zellen nach Stimulation mit PHA (Abbildung 11 a) und mit 
murinen Milzzellen (Abbildung 11 b) zusammengefasst. Abbildung 12 a–b zeigt die verstärkt 
exprimierten (Abbildung 12 a) und die vermindert exprimierten (Abbildung 12 b) miRNAs 
nach Inkubation mit PHA als Balkendiagramm. In Abbildung 13 a–b sind die verstärkt 
exprimierten (Abbildung 13 a) und die vermindert exprimierten (Abbildung 13 b) miRNAs 
nach Stimulation mit murinen Milzzellen als Balkendiagramm dargestellt. Abbildung 14 a–b 
stellt die verstärkt exprimierten (Abbildung 14 a) und vermindert exprimierten 






Abbildung 11 a–b: Relative miRNA-Expression in MAX.16H5 IgG1-behandelten Zellen. Die 
differentielle miRNA-Expression nach Inkubation mit MAX.16H5 IgG1 ist bezogen auf die Expression 
in der Isotyp-Kontrollzellpopulation dargestellt. Das Expressionsprofil wurde mittels NGS ermittelt. 
Die Heat Maps zeigen den Log2 der relativen Expression der miRNAs anhand eines farblichen 
Verlaufes. Dieser reicht von Log2 = +2-fache Expression (rot; verstärkte Expression) bis zu Log2 = –
2-fache Expression (blau; verminderte Expression) in MAX.16H5 IgG1-behandelten Zellen. Eine 
relative Expression von 0 bedeutet keine Regulation (weiß). Jede Farbbox repräsentiert einen 
Expressionswert für die jeweilige miRNA. Die relative Expression ist für drei (a; PHA-Stimulation) 
bzw. zwei (b; Milzzell-Stimulation) Spender dargestellt. Die vermehrt exprimierten miRNAs sind in 
den linken Panels, die vermindert exprimierten miRNAs in den rechten Panels dargestellt. Schwarze 




4.2.3.1 MiRNA-Expression nach MAX.16H5 IgG1-Inkubation und PHA-Stimulation 
 
CD4+ T-Zellen, die mit dem MAX.16H5 IgG1 Antikörper behandelt und anschließend für 72 h 
mit PHA inkubiert wurden, zeigten bei der miRNA-Expressionsanalyse mit NGS zehn 
miRNAs, die im Vergleich zur Population, die mit dem IgG1 Kontrollantikörper behandelt 
wurde, verstärkt exprimiert waren (Abbildung 11 a, Abbildung 12 a, Tabelle 7). Sechs 
miRNAs waren im Vergleich zur Population, die mit dem Isotyp IgG1 Kontrollantikörper 
behandelt wurde, vermindert exprimiert (Abbildung 11 a, Abbildung 12 b, Tabelle 8). 
Spender 2 zeigte bei der Analyse von hsa-miR-598-3p und hsa-miR-663a Counts < 10, weshalb 
diese Werte für die Analyse nicht dargestellt wurden. In Tabelle 7 und Tabelle 8 sind 






Abbildung 12 a–b: Relative miRNA-Expression in MAX.16H5 IgG1-behandelten Zellen nach 
PHA-Stimulation. Die miRNA-Expression nach Inkubation mit MAX.16H5 IgG1 ist bezogen auf die 
Expression in der Isotyp-Kontrollzellpopulation als Log2 der relativen Expression dargestellt. Die 
Balken repräsentieren jeweils einen Expressionswert. Es sind die Werte aller drei Spender dargestellt 
(Spender 1 weiß, Spender 2 grau, Spender 3 schwarz). Der Wert 0 bedeutet keinen 
Expressionsunterschied, Werte > +0,32 sind als verstärkte Expression, Werte < –0,32 als verminderte 
Expression definiert. Die verstärkt exprimierten miRNAs sind im oberen Diagramm (a) 
zusammengefasst dargestellt, die vermindert exprimierten miRNAs im unteren Diagramm (b) gezeigt. 




Tabelle 7: Verstärkt exprimierte miRNAs nach PHA-Stimulation 
 Log2 (Relative Expression) MW±SD 
Spender 1 2 3  
hsa-miR-10a-5p 0,10 0,66 1,61 0,79±0,76 
hsa-miR-21-3p 0,25 0,49 0,69 0,48±0,22 
hsa-miR-107 0,04 0,64 0,73 0,47±0,38 
hsa-miR-148b-3p 0,17 0,43 2,28 0,96±1,15 
hsa-miR-181c-5p 0,58 1,07 0,33 0,66±0,38 
hsa-miR-197-3p 0,32 0,55 0,70 0,52±0,19 
hsa-miR-199a-3p 0,44 2,13 1,42 1,33±0,85 
hsa-miR-598-3p k.W. 0,62 1,42 1,02±0,52 
hsa-miR-663a k.W. 0,66 0,65 0,65±0,17 
hsa-miR-3184-5p 0,51 1,01 0,79 1,66±0,13 
k.W. = kein Wert 
 
Tabelle 8: Vermindert exprimierte miRNAs nach PHA-Stimulation 
 Log2 (Relative Expression) MW±SD 
Spender 1 2 3  
hsa-let-7d-3p -0,89 -0,28 -0,86 -0,68±0,34 
hsa-miR-18a-3p -1,21 -2,00 -1,84 -1,68±0,41 
hsa-miR-23b-3p -0,56 -0,41 -0,02 -0,33±0,28 
hsa-miR-92a-1-5p -0,63 -0,11 -1,23 -0,66±0,56 
hsa-miR-146b-3p -0,32 -0,77 -0,08 -0,39±0,35 
hsa-miR-7704 -0,80 -1,19 -0,82 -0,93±0,22 
 
 
4.2.3.2 MiRNA-Expression nach MAX.16H5 IgG1-Inkubation und Stimulation mit 
murinen Milzzellen 
 
CD4+ T-Zellen, die mit dem MAX.16H5 IgG1 Antikörper behandelt und anschließend mit 
murinen Milzzellen einer TTG-Maus in Kokultur gehalten wurden, zeigten bei der miRNA 
Expressionsanalyse mit NGS fünf miRNAs, die im Vergleich zur Isotyp IgG1 Population 




Vergleich zur Kontrollpopulation vermindert exprimiert (Abbildung 11 b, Abbildung 13 b, 
Tabelle 10). In Tabelle 9 und Tabelle 10 sind Einzelwerte als Log2 der relativen Expression 
und die Mittelwerte mit Standardabweichung dargestellt. Das Experiment wurde mit drei 
Spendern durchgeführt, aufgrund der gemessenen RNA-Menge konnten jedoch nur zwei 
Spender (Tabelle 6) für die NGS-Analyse berücksichtigt werden. 
 
  
Abbildung 13 a–b: Relative miRNA-Expression in MAX.16H5 IgG1-behandelten Zellen nach 
Stimulation mit murinen Milzzellen. Die miRNA-Expression nach Inkubation mit MAX.16H5 IgG1 
und Kokultur mit murinen Milzzellen ist bezogen auf die Expression in der Isotyp-
Kontrollzellpopulation als Log2 der relativen Expression dargestellt. Die Balken repräsentieren jeweils 
einen Expressionswert. Der Wert 0 bedeutet keinen Expressionsunterschied, Werte > +0,32 verstärkte 
Expression, Werte < –0,32 verminderte Expression. Es sind die Werte von zwei Spendern dargestellt 
(Spender 2 grau, Spender 3 schwarz). Die hochregulierten miRNAs sind im linken Diagramm (a) 




Tabelle 9: Verstärkt exprimierte miRNAs nach Stimulation mit murinen Milzzellen 
 Log2 (Relative Expression) MW±SD 
Spender 2 3  
hsa-miR-144-3p 0,30 0,72 0,51±0,30 
hsa-miR-150-3p 0,79 0,86 0,83±0,05 
hsa-miR-320b 0,45 0,70 0,58±0,17 
hsa-miR-1275 0,54 1,40 0,97±0,60 
hsa-miR-7704 0,32 0,68 0,50±0,26 
 
 
Tabelle 10: Vermindert exprimierte miRNAs nach Stimulation mit murinen Milzzellen 
 Log2 (Relative Expression) MW±SD 
Spender 2 3  
hsa-miR-21-3p -0,87 -0,47 -0,67±0,28 
hsa-miR-27a-5p -0,65 -1,08 -0,86±0,30 
hsa-miR-92b-3p -1,03 -0,41 -0,72±0,44 
hsa-miR-126-5p -0,40 -1,03 -0,72±0,45 
hsa-miR-155-5p -1,04 -0,32 -0,68±0,51 
hsa-miR-223-3p -1,26 -0,56 -0,91±0,49 
 
 
4.2.3.3 MiRNA-Expression nach MAX.16H5 IgG1-Inkubation und ohne Stimulation 
 
CD4+ T-Zellen wurden mit dem MAX.16H5 IgG1 Antikörper inkubiert und 72 h ohne 
zusätzliche Stimulation in Kultur gehalten. Im Falle der unstimulierten Zellen wurde die NGS-
Analyse mit den CD4+ Zellen von einem Spender (Spender 2; Tabelle 6) durchgeführt. In 
Abbildung 14 ist die relative Expression der verstärkt exprimierten (Abbildung 14 a) und der 
vermindert exprimierten miRNAs (Abbildung 14 b) dargestellt. Da die Analyse nur mit einem 
Spender durchgeführt wurde, konnten in dieser Untersuchung keine biologischen Replikate 






Abbildung 14 a–b: Relative miRNA-Expression in MAX.16H5 IgG1-behandelten Zellen ohne 
Stimulation. Die miRNA-Expression ist in unstimulierten CD4+ Zellen nach Behandlung mit 
MAX.16H5 IgG1 bezogen auf die Expression in der Isotyp-Kontrollzellpopulation dargestellt. Die 
Zellen eines Spenders (Spender 2) wurden 72 h ohne Stimulation inkubiert. Das Expressionsprofil 
wurde mittels NGS ermittelt. Der Log2 der relativen Expression ist als Balkendiagramm dargestellt, in 
dem jeder Balken einer miRNA zugeordnet werden kann. Es wurden nur miRNAs berücksichtigt, die 
entweder mindestens Log2 = +0,32-fach stärker exprimiert (a), oder mindestens Log2 = –0,32-fach 




4.2.4 Zusammenfassung der Ergebnisse der NGS-Analyse 
 
Mittels NGS wurde eine Expressionsanalyse von miRNAs durchgeführt. Es sollte untersucht 
werden, welche miRNAs in humanen CD4+ Zellen, die mit MAX.16H5 IgG1 behandelt und 
anschließend nicht stimuliert, bzw. mit PHA oder murinen Milzzellen stimuliert wurden, hoch- 
bzw. herunterreguliert waren. Es konnten nach PHA-Stimulation zehn miRNAs gefunden 
werden, die in mindestens 2/3 Spendern verstärkt und sechs miRNAs, die in mindestens 2/3 
Spendern vermindert exprimiert waren (Abbildung 11 a-b, Abbildung 12 a-b, Tabelle 7 und 
Tabelle 8). Nach Kokultur humaner CD4+ Zellen mit murinen Milzzellen einer TTG-Maus 
konnten fünf miRNAs identifiziert werden, die in beiden Spendern hochreguliert waren und 
sechs miRNAs, die in beiden Spendern herunterreguliert waren (Abbildung 11 a-b, 
Abbildung 13 a-b, Tabelle 9 und Tabelle 10). Aufgrund zu geringer RNA-Mengen wurde von 
den Zellpopulationen, die mit murinen Milzzellen behandelt wurden, nur 2/3 Spendern 
(Tabelle 6) untersucht. Das miRNA-Expressionsprofil von unstimulierten, mit MAX.16H5 
IgG1 behandelten CD4
+ Zellen wurde nur für einen Spender durchgeführt, weshalb die 
Interpretation der Ergebnisse nur eingeschränkt möglich ist (Abbildung 14 a-b). Die Analyse 
mittels NGS ist aufgrund weniger biologischer Replikate statistisch eingeschränkt beurteilbar 
und liefert lediglich Hinweise auf mögliche differentiell exprimierte miRNAs. Sämtliche 
Ergebnisse müssen mittels anderer Methoden, wie z.B. qPCR bestätigt werden. Die Methode 
der miRNA-Analyse war darauf ausgerichtet, mögliche Kandidaten-RNAs für zukünftige 
Analysen zu identifizieren. Auf Grundlage der Ergebnisse der NGS-Screenings und von der 
Literaturrecherche und Analyse mittels TargetScan (www.targetscan.org [212]) wurden zwei 
miRNAs ausgewählt, deren Expression mit qPCR weiter analysiert wurde: miR-18a-3p und 
miR-598-3p. Die miR-18a-3p ist Teil des miR-17–92 Cluster [207]. Dieser spielt eine 
entscheidende Rolle im Rahmen der GvHD-Pathogenese sowie als Regulator der 
T-Zelldifferenzierung und Effektorfunktion [206, 209]. Die miR-598-3p wurde bisher im 
Kontext von Immunregulation und GvHD nicht untersucht, hat aber mit STAT1 einen zentralen 





4.3 FACS-Analyse von CD4+ T-Zellen nach 24 h und 72 h Inkubation 
 
Neben der Analyse der miRNA-Expression wurde die Expression von CD4 und CD25 in CD4+ 
Zellen nach 24 h und 72 h unter den verschiedenen Inkubationsbedingungen untersucht. Es 
sollte zum einen die CD4-Expression nach MAX.16H5 IgG1-Inkubation analysiert werden. 
Zum anderen wurde CD25 als Marker für die Aktivierung der T-Zellen gemessen, um mögliche 
Unterschiede zwischen den MAX.16H5 IgG1-behandelten Zellen und den Kontrollzellen zu 
untersuchen.  
 
4.3.1 FACS-Analyse von CD4+ T-Zellen nach 24 h Inkubation 
 
In Abbildung 15 a−f sind die Ergebnisse der Analyse für CD3/CD4 bzw. CD25 eines 
repräsentativen Spenders (Spender 3) zusammengefasst. Die Prozentwerte der CD3/CD4 und 
der CD25-Expression mit Mittelwerten und Standardabweichung sind in Tabelle 11 gezeigt. 
CD25+ Zellen repräsentieren die aktivierte CD4+ T-Zellpopulation.  
Nach 24 h Inkubation konnte bei 92,5±0,7 % (keine Stimulation), 93,9±0,4 % (+ murine 
Milzzellen) bzw. 83,7±10,7 % (+ PHA) der Zellen, die mit MAX.16H5 IgG1 behandelt wurden, 
keine CD4-Expression nachgewiesen werden (Abbildung 15 a, c, e und Tabelle 11). Diese 
CD3+/CD4--Population entsprach der isolierten T-Zellpopulation. Das CD4-Molekül ist 24 h 
nach der Inkubation mit MAX.16H5 IgG1 bei einem Großteil der Zellen nicht direkt 
detektierbar, die Zellpopulation aber vorhanden. Nur bei 5,7±0,5 % (keine Stimulation), 
4,7±0,6 % (+ murine Milzzellen) bzw. 12,5±8,7 %, (+ PHA) war eine CD3+/CD4+-Expression 
nachzuweisen (Abbildung 15 a, c, e und Tabelle 11). 
Bei jenen Zellen, die mit dem Isotyp-Kontrollantikörper inkubiert wurden, konnte nach 24 h 
eine CD3+/CD4+ Population (Abbildung 15 b, d, f und Tabelle 11) mit 94,3±2,2 % (keine 
Stimulation), 97,7±0,5 % (+ murine Milzzellen) bzw. 93,4±1,1 % (+ PHA) detektiert werden. 
Zudem wurde die Expression von CD25 als Marker für die Aktivierung von T-Zellen 
untersucht. Die FACS-Plots eines repräsentativen Spenders sind in Abbildung 15 a−f gezeigt. 
Die Prozentwerte der CD25-Expression mit Mittelwerten und Standardabweichung sind in 
Tabelle 11 sowie in Abbildung 16 dargestellt. Es konnte nachgewiesen werden, dass die mit 
PHA behandelten CD4+ T-Zellen nach 24 h, unabhängig von der Antikörperinkubation, eine 





Abbildung 15 a–f: FACS-Analyse von CD4+ T-Zellen nach 24 h Inkubation. CD4+ T-Zellen wurden 
mit MAX.16H5 IgG1 (linke Spalte) bzw. einem Isotyp IgG1 Kontrollantikörper (rechte Spalte) behandelt 
und anschließend für 24 h ohne Stimulation (a, b), mit murinen Milzzellen (c, d) oder mit PHA (e, f) 
inkubiert. Zellen dreier freiwilliger Spender wurden verwendet. Dargestellt sind hier die FACS-Plots 
eines Spenders (Spender 3). Nach der Inkubation wurde die Expression von CD3/CD4 und CD25 
durchflusszytometrisch bestimmt. In den FACS-Plots sind die prozentualen Anteile der Zellpopulation 
im jeweiligen gate, bezogen auf die vitale Zellpopulation im SSC/FSC-Plot (life gate), in Prozent 
dargestellt. Nach 24 h konnte eine geringe CD3+/CD4+-Expression nach Antikörperinkubation mit 
MAX.16H5 detektiert, jedoch Signale einer CD3+/CD4--Population in den Proben identifiziert werden 
(a, c, e, linke Panels: keine Stimulation: 91,8 %, + murine Milzzellen: 93,8 %, + PHA 87,5 %). Nach 
Inkubation mit dem Isotyp IgG1 Kontrollantikörper war eine CD3+/CD4+ Population nachweisbar (b, d, 
f, linke Panels: keine Stimulation: 91,7 %, + murine Milzzellen: 97,2 %, + PHA 93,7 %).  
Durchflusszytometrische Messungen von Zellen, die ohne Stimulation inkubiert wurden, zeigten eine 
kleine CD25+ Population (a, b rechte Panels; MAX.16H5 IgG1: 5,2 %; bzw. Isotyp IgG1: 4,9 %). Bei 
MAX.16H5 IgG1 und IgG1 Kontrollantikörper behandelten Proben, die zusätzlich mit murinen 
Milzzellen kokultiviert wurden, verringerten sich die Werte der CD25-Expression (c, d rechte Panels; 
1,0 % und 2,0 %). Bei Messungen der Zellen, die mit PHA behandelt wurden, konnte unabhängig von 
der Art der Antikörperinkubation eine CD25-Expression nachgewiesen werden (e, f rechte Panels; 




Zellen, die mit dem MAX.16H5 IgG1 Antikörper behandelt und nicht stimuliert wurden, zeigten 
eine signifikant erhöhte CD25-Expression im Vergleich zu den Zellen, die mit Milzzellen 
inkubiert wurden (MAX.16H5 IgG1 ohne Stimulation: 4,4±0,7 % N = 3 und MAX.16H5 IgG1 
+ murine Milzzellen: 0,8±0,2 % N = 3, Student‘s t-Test P < 0,001; Abbildung 16 und 
Tabelle 11). Zellen, die mit MAX.16H5 IgG1 behandelt und mit murinen Milzzellen inkubiert 
wurden, zeigten eine signifikant geringere CD25-Expression als die Kontrollzellen 
(MAX.16H5 IgG1: 0,8±0,2 % N = 3 und Isotyp IgG1: 1,9±0,6 % N = 3, Student‘s t-Test 
P = 0,042; Abbildung 16 und Tabelle 11). Die verglichenen Werte sind jedoch niedrig und die 
Analyse muss mit größeren Stichproben wiederholt werden, um die Aussagekraft zu erhöhen. 
 
 
Tabelle 11: FACS-Analyse von CD4+ T-Zellen nach 24 h Inkubation  
CD4+ Zellen + MAX.16H5 IgG1 nach 24 h Inkubation  
(Angaben in % der vitalen Zellen) 
 Keine Stimulation + murine Milzzellen + PHA 
Spender 1 2 3 MW±SD 1 2 3 MW±SD 0 2 3 MW±SD 
huCD3+/huCD4- 92,52 93,25 91,83 92,5±0,7 93,57 94,44 93,81 93,9±0,4 71,59 92,05 87,45 83,7±10,7 
huCD3+/huCD4+ 5,94 5,13 5,93 5,7±0,5 5,41 4,19 4,42 4,7±0,6 22,25 5,84 9,28 12,5±8,7 
huCD25+ 3,82 4,20 5,16 4,4±0,7 0,64 0,67 1,05 0,8±0,2 28,78 21,94 16,45 22,4±6,2 
 
CD4+ Zellen + Isotyp IgG1 nach 24 h Inkubation  
(Angaben in % der vitalen Zellen) 
 Keine Stimulation + murine Milzzellen + PHA 
Spender 1 2 3 MW±SD 1 2 3 MW±SD 1 2 3 MW±SD 
huCD3+/huCD4- 2,81 2,23 4,13 3,1±1,0 0,97 1,04 1,20 1,1±0,1 2,21 2,17 2,22 2,2±0,0 
huCD3+/huCD4+ 95,23 95,95 91,74 94,3±2,2 98,12 97,89 97,18 97,7±0,5 92,17 94,29 93,70 93,4±1,1 






4.3.2 FACS-Analyse von CD4+ T-Zellen nach 72 h Inkubation 
 
In Abbildung 17 a−f sind die Ergebnisse der FACS-Analyse nach 72 h für CD3/CD4 bzw. 
CD25 für einen repräsentativen Spender (Spender 3) dargestellt. Die Prozentwerte der 
CD3/CD4 und der CD25-Expression mit Mittelwerten und Standardabweichung sind in 
Tabelle 12 zusammengefasst. Nach 72 h konnte in den mit MAX.16H5 IgG1 behandelten 
Zellpopulationen, die nicht stimuliert oder mit murinen Milzzellen inkubiert wurden, eine 
kleine CD3+/CD4+ Population nachgewiesen werden (keine Stimulation: 9,6±5,2 %, murine 
Milzzellen: 5,9±2,2 %); Abbildung 17 a, c und Tabelle 12). Außerdem wurde, wie direkt nach 
Antikörperinkubation, eine CD3+/CD4- Population detektiert (Abbildung 17 a, c, e und 
Abbildung 16: CD25-Expression in CD4+ T-Zellen nach 24 h Inkubation. Graphische Darstellung 
der Daten aus Tabelle 11. CD4+ Zellen wurden mit MAX.16H5 IgG1 (weiße Kreise) bzw. einem Isotyp 
IgG1 Kontrollantikörper (schwarze Quadrate) inkubiert und anschließend für 24 h ohne Stimulation 
(links), mit murinen Milzzellen (Mitte) oder mit PHA (rechts) inkubiert. Zellen dreier unabhängiger 
Spender wurden verwendet. Die Werte entsprechen der Expression von CD25 in Prozent von Zellen der 
jeweiligen Spender und sind mithilfe der einzelnen Symbole (Kreise und Quadrate) dargestellt. 
Mittelwerte und Standardabweichungen (SD) sind als Fehlerbalken dargestellt. Nach 24 h Kokultur mit 
murinen Stimulatorzellen war nach MAX.16H5 IgG1-Behandlung eine signifikant geringere CD25-
Expression als nach Inkubation mit dem IgG1 Kontrollantikörper (MW±SD 0,8±0,2 % N = 3 und 
1,9±0,6 % N = 3, Student‘s t-Test *P < 0,05) nachweisbar. Zellen, die mit MAX.16H5 IgG1 behandelt 
und ohne Stimulation in Kultur gehalten wurden, zeigten nach 24 h eine signifikant höhere CD25-
Expression als jene Zellen, die mit Milzzellen stimuliert wurden (MW±SD 4,4±0,7 % N = 3 und 




Tabelle 12). Das CD4-Molekül ist 72 h nach der Inkubation mit MAX.16H5 IgG1 in den 
unstimulierten und den Milzzell-stimulierten Zellen nur schwach detektierbar, eine CD3+/CD4- 
Zellpopulation aber vorhanden. Messungen der Zellen, die mit MAX.16H5 IgG1 behandelt und 
mit PHA stimuliert wurden, zeigten eine größere CD3+/CD4+ Population, das CD4-Molekül 
war nachweisbar (38,1±22,7 %; Abbildung 17 e und Tabelle 12). Isotyp-Kontrollantikörper-
inkubierte Zellen zeigten nach 72 h unabhängig von der Stimulation eine hohe CD3+/CD4+ 
Expression (Abbildung 17 b, d, f und Tabelle 12).  
Die Prozentwerte der CD25-Expression mit Mittelwerten und Standardabweichung sind in 
Tabelle 12 sowie in Abbildung 18 zusammengefasst. Es konnte gezeigt werden, dass die mit 
PHA behandelten Zellen sowohl nach Inkubation mit MAX.16H5 IgG1 als auch mit dem Isotyp 
IgG1 Kontrollantikörper eine starke Expression von CD25 aufwiesen (Abbildung 18 und 
Tabelle 12). Die Zellen, die ohne Stimulation inkubiert wurden, zeigten eine geringe CD25-
Expression (Abbildung 18 und Tabelle 12).  
Die Expression von CD25 war in den Kontrollzellen, die mit Milzzellen stimuliert wurden, 
höher, aber nicht signifikant verschieden zu den nicht-stimulierten Zellen. Die MAX.16H5 
IgG1-behandelten Zellen, die mit murinen Milzzellen inkubiert wurden, zeigten wie nach 24 h 
eine signifikant geringere CD25-Expression als die Kontrollpopulation (MAX.16H5 IgG1: 
1,4±0,4 % N = 3 und Isotyp IgG1: 3,4±0,3 % N = 3, Student‘s t-Test P = 0,003; Abbildung 18 
und Tabelle 12). Die Zellen, die mit dem MAX.16H5 IgG1 Antikörper behandelt und nicht 
stimuliert wurden, zeigten auch nach 72 h eine signifikant erhöhte CD25-Expression im 
Vergleich zu den Zellen, die mit Milzzellen inkubiert wurden (MAX.16H5 IgG1 keine 
Stimulation: 3,5±1,0 % N = 3 und MAX.16H5 IgG1 + murine Milzzellen: 1,4±0,4 % N = 3, 





Abbildung 17 a–f: FACS-Analyse von CD4+ T-Zellen nach 72 h Inkubation. CD4+ T-Zellen 
wurden mit MAX.16H5 IgG1 (linke Spalte) bzw. einem Isotyp IgG1 Kontrollantikörper (rechte Spalte) 
behandelt und anschließend für 72 h ohne Stimulation (a, b), mit murinen Milzzellen (c, d) oder mit 
PHA (e, f) inkubiert. Es wurden Zellen dreier unabhängiger Spender verwendet. Dargestellt sind hier 
die FACS-Plots eines Spenders (Spender 3). Nach der Inkubation wurde die Expression von CD3/CD4 
und CD25 durchflusszytometrisch ermittelt. In den FACS-Plots sind die Anteile der Zellpopulation im 
jeweiligen gate bezogen auf die vitale Zellpopulation im SSC/FSC-Plot (life gate) in Prozent 
dargestellt. Nach 72 h konnte eine geringe CD3/CD4-Expression nach Antikörperinkubation mit 
MAX.16H5 detektiert, jedoch eine große CD3+/CD4- Population in den Proben identifiziert werden (a, 
c, e, linke Panels: keine Stimulation: 92,8 %, + murine Milzzellen: 90,7 %, + PHA 85,4 %). Nach 
Inkubation mit dem Isotyp IgG1 Kontrollantikörper war eine CD3+/CD4+ Population nachweisbar (b, 
d, f, linke Panels: keine Stimulation: 96,9 %, + murine Milzzellen: 97,6 %, + PHA 91,6 %). 
Durchflusszytometrische Messungen von Zellen, die ohne Stimulation inkubiert wurden, zeigten eine 
kleine CD25+ Population (a, b rechte Panels; MAX.16H5 IgG1: 2,6 %; bzw. Isotyp IgG1: 3,1 %). Zellen, 
die mit MAX.16H5 IgG1 behandelt und zusätzlich mit murinen Milzzellen kokultiviert wurden, zeigten 
eine geringere CD25-Expression als die Kontrollzellen (c, d rechte Panels; MAX.16H5 IgG1: 1,5 % 
und Isotyp IgG1: 3,4 %). Bei Messungen der Zellen, die mit PHA behandelt wurden, konnte unabhängig 
von der Art der Antikörperinkubation eine starke CD25-Expression nachgewiesen werden (e, f rechte 




Tabelle 12: FACS-Analyse von CD4+ T-Zellen nach 72 h Inkubation  
CD4+ Zellen + MAX.16H5 IgG1 nach 72 h Inkubation (Angaben in % der vitalen Zellen) 
 Keine Stimulation + murine Milzzellen + PHA 
Spender 1 2 3 MW±SD 1 2 3 MW±SD 1 2 3 MW±SD 
huCD3+/huCD4- 82,56 91,34 92,83 88,9±5,6 94,49 94,39 90,66 93,2±2,2 42,08 51,85 85,37 59,8±22,7 
huCD3+/huCD4+ 15,58 7,73 5,61 9,6±5,2 4,61 4,55 8,40 5,9±2,2 56,04 45,68 12,58 38,1±22,7 
huCD25+ 4,55 3,32 2,60 3,5±1,0 0,92 1,75 1,52 1,4±0,4 47,18 52,64 22,45 40,8±16,1 
 
CD4+ Zellen + Isotyp IgG1 nach 72 h Inkubation (Angaben in % der vitalen Zellen) 
 Keine Stimulation + murine Milzzellen + PHA 
Spender 1 2 3 MW±SD 1 2 3 MW±SD 1 2 3 MW±SD 
huCD3+/huCD4- 0,82 0,69 1,69 1,1±0,5 0,89 4,63 1,58 2,4±2,0 6,72 6,41 5,12 6,1±0,8 
huCD3+/huCD4+ 98,59 98,76 96,87 98,1±1,0 98,56 94,36 97,57 96,8±2,2 91,01 90,51 91,62 91,0±0,6 







Abbildung 18: CD25-Expression in CD4+ Zellen nach 72 h Inkubation. CD4+ Zellen wurden mit 
MAX.16H5 IgG1 (weiße Kreise) bzw. einem Isotyp IgG1 Kontrollantikörper (schwarze Quadrate) 
behandelt und anschließend für 72 h ohne Stimulation (links) mit murinen Milzzellen (Mitte) oder mit 
PHA (rechts) inkubiert. Die Experimente wurden mit Zellen von drei Spendern durchgeführt. Die Werte 
der einzelnen Symbole (Kreise und Quadrate) entsprechen der prozentualen Expression von CD25 in 
den Zellen eines Spenders. Deren Mittelwerte und Standardabweichungen sind als Fehlerbalken 
dargestellt. Nach Kokultur mit murinen Milzzellen zeigte sich nach MAX.16H5 IgG1-Behandlung eine 
signifikant geringere CD25+ Population als nach Inkubation mit dem IgG1 Kontrollantikörper (MW±SD 
1,4±0,4 % N = 3 und 3,4±0,3 % N = 3, Student‘s t-Test **P < 0,01). Die Expression von CD25 ist in 
den Zellen, die mit MAX.16H5 IgG1 behandelt wurden und nicht stimuliert wurden, höher als bei jenen, 
die mit Milzzellen inkubiert wurden (MW±SD 3,5±1,0 % N = 3 und 1,4±0,4 % N = 3, Student‘s t-Test 




4.4 Validierung der Kandidaten-miRNA mittels qPCR 
 
Im Rahmen der NGS-Analyse wurden in einem ersten Schritt zwei Kandidaten-miRNAs für 
die weitere Analyse ausgewählt.  
Für die Expression der miR-18a-3p und miR-598-3p wurden CD4+ T-Zellen von drei Spendern 
(Spender 4-6) unter verschiedenen Bedingungen für 72 h inkubiert (ohne Stimulation, + murine 
Milzzellen, + PHA) und anschließend die miRNA-Expression nach 72 h mittels qPCR ermittelt.  
 
4.4.1 Expression von miR-18a-3p und miR-598-3p nach MAX.16H5 IgG1-Inkubation in 
CD4+ T-Zellen nach 72 h 
 
4.4.1.1 FACS-Analyse isolierter CD4+ T-Zellen vor und nach Antikörperinkubation 
 
PBMCs wurden nach Dichtegradienten-Zentrifugation, nach Separation auf humane CD4+ 
T-Zellen sowie nach Inkubation mit MAX.16H5 IgG1 bzw. Isotyp Kontrollantikörpern mittels 
Durchflusszytometrie auf die Expression von CD45, CD3, CD4, CD8 und CD19 untersucht. 
Die Analyse diente zur Phänotypisierung und zur Kontrolle der Absättigung des 
CD4-Rezeptors durch den MAX.16H5 IgG1 Antikörper. In Abbildung 19 a−d ist die 
FACS-Analyse für einen repräsentativen Spender (Spender 4) zusammengefasst dargestellt. 
Nach Isolation der PBMCs aus Spenderblut zeigte die größte gemessene Zellpopulation eine 
CD45-Expression. Zudem konnten eine CD3+/CD4+ T-Helferzellpopulation und eine 
CD3+/CD8+ zytotoxische T-Zellpopulation detektiert werden. Eine kleine Population mit 
CD19-Expression (B-Zellen) war nachweisbar (Abbildung 19 a). Nach MACS-Separation auf 
humane CD4+ Zellen waren keine CD3+/CD8+ Zellen und keine CD19+ B-Zellen mehr 
nachweisbar. Die gemessene Zellpopulation bestand fast ausschließlich aus CD3+/CD4+ 
T-Zellen (Abbildung 19 b). Nach Inkubation der Zellen mit MAX.16H5 IgG1 waren keine 
CD3+/CD4+ Zellen mehr detektierbar, jedoch eine CD3+/CD4- Population sichtbar 
(Abbildung 19 c). Nach Behandlung mit dem Isotyp Kontrollantikörper war eine CD3+/CD4+ 







Abbildung 19 a−d: FACS-Analyse nach Separation und Inkubation mit MAX.16H5 IgG1 und 
Kontrollantikörper. PBMCs wurden isoliert (a) und anschließend die CD4+ Zellen separiert (b). Die 
CD4+ Zellen wurden mit MAX.16H5 IgG1 (c) bzw. einem Isotyp-Kontrollantikörper (d) inkubiert. Die 
Experimente wurden mit PBMCs dreier Spender durchgeführt. Dargestellt sind die FACS-Plots eines 
Spenders (Spender 4). Die Prozentzahlen in den FACS-Plots geben die Häufigkeit der Zellpopulation 
im jeweiligen gate bezogen auf die vitale Zellpopulation (life gate) an. Nach MACS-Separation 
humaner CD4+ T- Zellen waren 98,5 % der Zellen CD3+/CD4+. Die CD3+/CD4+ Zellpopulation kann 
nach Antikörperinkubation mit MAX.16H5 IgG1 nicht mehr detektiert werden. Eine CD3+/CD4- 
Population war nachweisbar (c, 97,2 %). Nach Inkubation mit dem Isotyp-Kontrollantikörper war eine 




4.4.1.2 FACS-Analyse der CD4+ T-Zellen nach 72 h Inkubation 
 
CD4+ T-Zellen wurden mit MAX.16H5 IgG1 bzw. Isotyp-Kontrollantikörper behandelt und 
anschließend für 72 h inkubiert. Anschließend wurden die Zellpopulationen erneut mittels 
FACS untersucht. In Abbildung 20 a−f sind die Ergebnisse der FACS-Analyse für CD3/CD4 
bzw. CD25 für einen repräsentativen Spender (Spender 5) dargestellt.  
Die Prozentwerte der CD3/CD4- und der CD25-Expression mit Mittelwerten und 
Standardabweichung werden in Tabelle 13 gezeigt. Die CD25+ Zellpopulation entspricht den 
aktivierten T-Zellen. Nach 72 h Inkubation konnten in diesem Experiment die mit MAX.16H5 
IgG1 behandelten CD4
+ Zellen mittels FACS identifiziert werden. In unstimulierten Ansätzen 
sowie in Ansätzen nach Kokultur mit murinen Milzzellen bzw. PHA-Stimulation war eine 
CD3+/CD4+ Population durchflusszytometrisch detektierbar (Abbildung 20 a, c, e und 
Tabelle 13). Das CD4-Molekül war in dieser Studie 72 h nach der Inkubation mit MAX.16H5 
IgG1 im Vergleich zum Tag 0, direkt nach der Antikörperinkubation, nicht mehr maskiert 
(Abbildung 19 c). Bei Zellen, die mit dem Kontrollantikörper behandelt wurden, konnte auch 
nach 72 h eine eindeutige CD3/CD4-Expression nachgewiesen werden (Abbildung 20 b, d, f 





Abbildung 20 a−f: FACS-Analyse von CD4+ T-Zellen nach 72 h Inkubation. CD4+ Zellen wurden 
mit MAX.16H5 IgG1 (linke Spalte) bzw. einem Kontrollantikörper (rechte Spalte) behandelt und 
anschließend für 72 h ohne Stimulation (a, b), mit murinen Milzzellen (c, d) oder mit PHA (e, f) 
inkubiert. Zellen dreier Spender wurden verwendet. Dargestellt sind die FACS-Plots eines Spenders 
(Spender 5). Nach der Inkubation wurde die Expression von CD3/CD4 und CD25 
durchflusszytometrisch bestimmt. In den FACS-Plots sind die prozentualen Anteile der Zellpopulation 
im jeweiligen gate bezogen auf die vitale Zellpopulation im SSC/FSC-Plot (life gate) in Prozent 
dargestellt. Eine CD3/CD4-Expression kann nach Antikörperinkubation mit MAX.16H5 nach 72 h 
detektiert werden (a, c, e, linke Panels: keine Stimulation: 93,0 %, + murine Milzzellen: 93,9 %, + PHA: 
78,4 %). Nach Inkubation mit dem Isotyp-Kontrollantikörper war eine CD3+/CD4+ Population 
nachweisbar (b, d, f, linke Panels: keine Stimulation: 97,8 %, + murine Milzzellen: 93,5 %, + PHA: 
90,8 %). Durchflusszytometrische Messungen von Zellen, die ohne Stimulation inkubiert wurden, 
zeigten eine kleine CD25+ Population (a, b, rechte Panels: MAX.16H5 IgG1 3,1 %; bzw. Isotyp IgG1 
4,0 %). Bei MAX.16H5 IgG1 und IgG1 Kontrollantikörper behandelten Proben, die zusätzlich mit 
murinen Milzzellen kokultiviert wurden, zeigte sich eine vergleichbar geringe CD25-Expression (c, d, 
rechte Panels: MAX.16H5IgG1 3,6 % und Isotyp IgG1: 4,0 %). Bei Messungen der Zellen, die mit PHA 
behandelt wurden, konnte unabhängig von der Art der Antikörperinkubation eine CD25+ Expression 




Die Expression von CD25 wurde als Marker für die Aktivierung von CD4+ T-Zellen bestimmt. 
Die Prozentwerte der CD25-Expression mit Mittelwerten und Standardabweichung sind in 
Tabelle 13 sowie in Abbildung 21 dargestellt. Die Analyse zeigte, dass die mit PHA 
behandelten Zellen nach Inkubation mit MAX.16H5 IgG1 und mit dem Kontrollantikörper eine 
starke CD25-Expression aufweisen (Abbildung 21 und Tabelle 13). Eine kleine CD25+ 
Subpopulation war bei den Zellen nachweisbar, die ohne Stimulation inkubiert wurden 
(Abbildung 21 und Tabelle 13). Zellen, die mit murinen Milzzellenzellen inkubiert wurden, 
zeigten nach MAX.16H5 IgG1-Behandlung keinen signifikanten Unterschied in der 
CD25-Expression im Vergleich zur Kontrollpopulation (Abbildung 21 und Tabelle 13). In der 
Kontrollgruppe war die CD25-Expression nach Inkubation mit murinen Milzzellen im 
Vergleich zur Population ohne Stimulation erhöht, jedoch ohne statistische Signifikanz 
(Abbildung 21 und Tabelle 13). Die Zellen von Spender 4, die mit MAX.16H5 IgG1 inkubiert 
wurden, konnten aufgrund von Kontamination nach 72 h nicht analysiert werden. Methodisch 
unterschied sich dieses Experiment dahingehend von den Kokulturansätzen für die 
NGS-Analyse, dass ein Verhältnis 2:1 von Effektorzellen (CD4+ T-Zellen) zu Stimulatorzellen 
(murine Milzzellen), bei den vorhergehenden Experimenten war es 8,2:1 bzw. 10:1. Dieser 
Unterschied, sowie interindividuelle Variabilität der Spender könnten die Diskrepanz der 






Tabelle 13: FACS-Analyse humaner CD4+ Zellen nach 72 h Inkubation  
CD4+ Zellen + MAX.16H5 IgG1 nach 72 h Inkubation (Angaben in % der vitalen Zellen) 
 Keine Stimulation + murine Milzzellen + PHA 
Spender 4 5 6 MW±SD 4 5 6 MW±SD 4 5 6 MW±SD 
huCD3+/huCD4- 5,40 2,99 2,44 3,6±1,6 k.W. 2,27 2,68 2,5±0,3 18,42 9,61 8,01 12,0±5,6 
huCD3+/huCD4+ 90,98 93,01 96,02 93,3±2,5 k.W. 93,87 95,41 94,6±1,1 72,72 78,45 84,40 78,9±6,3 
huCD25 5,13 3,14 7,62 5,3±2,2 k.W. 3,59 8,01 5,8±3,1 26,98 35,69 33,39 31,7±4,4 
 
CD4+ Zellen + Isotyp IgG1 nach 72 h Inkubation (Angaben in % der vitalen Zellen) 
 Keine Stimulation + murine Milzzellen + PHA 
Spender 4 5 6 MW±SD 4 5 6 MW±SD 4 5 6 MW±SD 
huCD3+/huCD4- 0,92 1,14 1,75 1,3±0,4 0,52 0,92 2,02 1,2±0,8 0,52 0,80 1,66 1,0±0,6 
huCD3+/huCD4+ 83,53 97,83 89,83 90,4±7,2 97,84 93,47 96,92 96,1±2,3 93,99 90,76 84,56 89,8±4,8 
huCD25 3,00 4,01 4,02 3,7±0,6 6,73 4,03 11,17 7,3±3,6 46,37 38,44 64,89 49,9±13,6 




4.4.1.3 Separation muriner Milzzellen von humanen CD4+ T-Zellen 
 
Für die nachfolgende Expressionsanalyse von miRNAs sollten nur humane CD4+ T-Zellen 
untersucht werden. Deshalb mussten die in Kokultur mit den murinen Milzzellen gehaltenen 
CD4+ T-Zellen wieder von diesen separiert werden. Dies wurde mittels MACS-Separation auf 
murine cd45+ Zellen durchgeführt. Die Zellen im Durchlauf sowie die in der Säule verbliebenen 
Zellen wurden mittels Durchflusszytometrie auf die Expression von hu-CD45 und mu-cd45 
untersucht. In Abbildung 22 a−b ist der FACS-Plot eines Ansatzes repräsentativ dargestellt.  
Abbildung 21: CD25-Expression in CD4+ T-Zellen nach 72 h Inkubation. Graphische Darstellung 
der Daten aus Tabelle 13. CD4+ Zellen wurden mit MAX.16H5 IgG1 (weiße Kreise) bzw. einem Isotyp-
Kontrollantikörper (schwarze Quadrate) behandelt und anschließend für 72 h ohne Stimulation (links) 
mit murinen Milzzellen (Mitte) oder mit PHA (rechts) inkubiert. Die Experimente wurden mit Zellen 
dreier Spender durchgeführt. Die Werte entsprechen der Expression von CD25 in Prozent von Zellen 
der jeweiligen Spender und sind mithilfe der einzelnen Symbole (Kreise und Quadrate) dargestellt. 
Mittelwerte und Standardabweichungen (SD) sind als Fehlerbalken dargestellt. Nach Kokultur mit 
murinen Milzzellen zeigte sich nach MAX.16H5 IgG1-Inkubation eine geringere, jedoch nicht 
signifikant unterschiedliche CD25+ Population im Vergleich zur Kontrollpopulation (MAX.16H5 IgG1 
5,8±3,1% N = 2 und Isotyp IgG1 7,3±3,6% N = 3). In der Kontrollgruppe war die CD25-Expression 
nach Inkubation mit murinen Milzzellen im Vergleich zur nichtstimulierten Gruppe erhöht, jedoch ohne 
statistische Signifikanz (keine Stimulation: 3,7±0,6 % N = 3; + murine Milzzellen: 7,3±3,6% N = 3). In 
der Gruppe, die mit MAX.16H5 IgG1 behandelt und mit murinen Milzzellen inkubiert wurde, sind nur 




Die Negativfraktion entspricht dem Durchlauf, das heißt den ungebundenen Zellen. Dieser 
bestand zu einem großen Teil aus humanen CD45+ Zellen (Abbildung 22 a, linkes Panel) die 
anschließend der weiteren Analyse zugeführt wurden. Murine cd45+ Zellen konnten nur sehr 
wenige nachgewiesen werden (Abbildung 22 a, rechtes Panel). Zur Kontrolle wurden die in der 
Säule verbliebenen Zellen gelöst und untersucht (Positivfraktion). Es zeigte sich eine geringe 
humane CD45+ Zellpopulation, die in der Säule verblieben waren (Abbildung 22 b, linkes 
Panel) und eine größere murine Zellpopulation (Abbildung 22 b, rechtes Panel).  
  
Abbildung 22 a-b: FACS-Analyse nach MACS-Separation von humanen CD4+ T-Zellen und 
murinen Milzzellen. Die dargestellten FACS-Plots entsprechen einem repräsentativen Ansatz. Der in 
den Plots dargestellte prozentuale Anteil der Zellen im gate bezieht sich auf die gesamte im FSC/SSC 
Plot dargestellte Zellpopulation. (a) Die Negativfraktion zeigt den Durchlauf, d. h. jene Zellen, die nicht 
in der Säule gebunden wurden. Hierbei zeigt sich, dass 93,8 % der Zellen CD45+ (linkes Panel) und 
wenige murine Zellen (1,2 %, rechtes Panel) vorhanden sind. (b) Die Positivfraktion bezieht sich auf 
die in der Säule gebundenen Zellen. Es konnte auch hier eine kleine humane CD45+-Population (18,3 %, 




4.4.1.4 Expression von miR-18a-3p und miR-598-3p  
 
Humane CD4+ T-Zellen wurden mit MAX.16H5 IgG1 bzw. einem Isotyp Kontrollantikörper 
für 1 h behandelt und anschließend für 72 h ohne Stimulation inkubiert bzw. mit murinen 
Milzzellen oder PHA stimuliert und in Kultur gehalten. Die Expression von miR-18a-3p und 
miR-598-3p wurde in den MAX.16H5 IgG1 behandelten Zellen im Vergleich zur 
Kontrollpopulation bestimmt.  
 
4.4.1.4.1 Expression von miR-18a-3p  
 
In Abbildung 23 ist die Expression von miR-18a-3p in CD4+ T-Zellen nach Behandlung mit 
MAX.16H5 IgG1 und 72 h Inkubation ohne Stimulans bzw. mit murinen Milzzellen und PHA 
im Vergleich zur Kontrollzellpopulation dargestellt. Bei den Zellen, die mit murinen Milzzellen 
inkubiert wurden, wurden nur Werte von zwei Spendern analysiert (Spender 5 und 6). In 
Tabelle 14 ist die Auswertung des qPCR-Experiments zusammengefasst. Die Zellen, die ohne 
Stimulation inkubiert wurden, zeigten bei Spender 4 und Spender 5 eine verstärkte Expression 
und bei Spender 6 eine verminderte Expression im Vergleich zur Kontrolle (Abbildung 23). 
Bei den Zellen, die mit murinen Milzzellen inkubiert wurden, zeigte sich bei Spender 5 keine 
Regulation und bei Spender 6 eine leicht verstärkte Expression (Abbildung 23). Nach 
Stimulation mit PHA zeigen die Zellen von Spender 4 und Spender 5 eine erhöhte Expression, 
die Zellen von Spender 6 eine verringerte Expression von miR-18a-3p (Abbildung 23). Es 
konnte kein statistisch signifikanter Unterschied in der Expression der miRNA-18a-3p nach 
MAX.16H5 IgG1-Behandlung und Inkubation in unterschiedlichen Bedingungen nachgewiesen 
werden (Tabelle 14). 
Zusammengefasst zeigte sich ein uneinheitliches Bild der Expression von miRNA-18a-3p in 
den unterschiedlichen Zellpopulationen. Die miRNA war in Zellen unabhängig von der Art der 





Abbildung 23: Expression von miR-18a-3p in CD4+ T-Zellen nach Behandlung mit MAX.16H5 
IgG1. Die Expression wurde mittels qPCR bestimmt. Die Balken entsprechen jeweils einem 
experimentellen Ansatz. Die Nummern 4−6 entsprechen dem jeweiligen Spender. Die Inkubation 
erfolgte ohne Stimulation (weiße Balken), mit murinen Milzzellen (graue Balken) bzw. mit PHA 
(schwarze Balken). Die relative Expression von miR-18a-3p in CD4+ T-Zellen, die mit dem MAX.16H5 
IgG1 behandelt wurden, wurde mittels ΔΔCt Methode in Bezug auf die Kontrollpopulation ermittelt. 
Die relative Expression wurde als Log2 dargestellt. Nach Inkubation ohne Stimulation zeigt sich bei 
Spender 4 (0,59) und Spender 5 (0,43) eine vermehrte Expression, bei Spender 6 eine verminderte 
Expression (–0,83). Bei den Zellen, die mit murinen Milzzellen in Kokultur gehalten wurden, zeigte 
sich bei Spender 5 (0,07) keine Regulation und bei Spender 6 (0,39) eine gering erhöhte Expression. 
Nach Behandlung mit PHA zeigen die Zellen von Spender 4 (0,54) und Spender 5 (0,64) eine 
























Spender 4 9,85 10,44 -0,59 1,51 0,59 
Spender 5 9,65 10,07 -0,43 1,34 0,43 
Spender 6 9,73 8,90 0,83 0,56 -0,83 
+ murine 
Milzzellen 
Spender 5 9,72 9,79 -0,07 1,05 0,07 
Spender 6 9,80 10,18 -0,39 1,31 0,39 
+ PHA 
Spender 4 7,94 8,47 -0,54 1,45 0,54 
Spender 5 6,51 7,15 -0,64 1,55 0,64 
Spender 6 6,79 5,94 0,85 0,56 -0,85 
 MW±SD 8,75±1,44 8,87±1,61    
  Mann-Whitney Rank Sum Test (ΔCt Max/ΔCt Iso); P = 0,574;  
 
 
4.4.1.4.2 Expression von miR-598-3p  
 
Abbildung 24 zeigt die Expression von miR-598a-3p nach Behandlung mit MAX.16H5 IgG1 
und Inkubation für 72 h ohne Stimulation bzw. mit murinen Milzzellen und PHA in CD4+ 
T-Zellen im Vergleich zu der Kontrollpopulation. Für Zellen, die mit murinen Milzzellen 
inkubiert wurden, wurden nur Werte für Spender 5 und 6 analysiert.  
In Tabelle 15 ist die Auswertung der qPCR dargestellt. Nach 72 h Inkubation ohne Stimulation 
zeigten Spender 4−6 eine deutliche Überexpression der miRNA (Abbildung 24). Jene Zellen, 
die mit murinen Milzzellen in Kokultur gehalten wurden, zeigten bei Spender 5−6 ebenfalls 
eine verstärkte Expression (Abbildung 24). Nach Behandlung mit PHA zeigten die CD4+ 
T-Zellen von Spender 4 keine Regulation, die Zellen von Spender 5 eine deutliche und die 
Zellen von Spender 6 eine gering verstärkte Expression (Abbildung 24). 
Die Analyse der ΔCt-Werte zeigte unabhängig von den unterschiedlichen 
Inkubationsbedingungen (Tabelle 15) eine statistisch signifikant erhöhte miRNA-598-3p 




Zusammenfassend konnte in diesem Experiment gezeigt werden, dass die miR-598-3p durch 
die Behandlung mit MAX.16H5 IgG1 in 7/8 Ansätzen, unabhängig von der Art der Stimulation, 
signifikant überexprimiert wird. Dies gilt für Zellen ohne zusätzliche Stimulation (3/3 Spender), 
für Zellen, die mit murinen Milzzellen inkubiert wurden (2/2 Spender) sowie im geringeren 
Ausmaß auch für jene Zellen, die mit PHA stimuliert wurden (2/3 Spendern). Zellen von 
Spender 4 zeigten in diesem Fall keine Regulation, jene von Spender 6 nur eine leicht vermehrte 
Expression.  
 
Abbildung 24: Expression von miR-598-3p in CD4+ T-Zellen nach Behandlung mit MAX.16H5 
IgG1. Die Expression wurde mittels qPCR bestimmt. Die Balken entsprechen jeweils einem 
experimentellen Ansatz. Die Nummern 4−6 entsprechen dem jeweiligen Spender. Die Inkubation 
erfolgte ohne Stimulation (weiße Balken), mit murinen Milzzellen (graue Balken) bzw. mit PHA 
(schwarze Balken). Die relative Expression von miR-598-3p in MAX.16H5 IgG1 behandelten-CD4+ T-
Zellen wurde mittels ΔΔCt Methode in Bezug auf die Kontrollpopulation ermittelt. Die relative 
Expression wurde als Log2 dargestellt. Nach Inkubation ohne Stimulation zeigt sich bei Spender 4 
(0,84) und Spender 5 (1,44) und Spender 6 (0,81) eine vermehrte Expression. Auch bei den Zellen, die 
mit murinen Milzzellen inkubiert wurden, zeigte sich bei Spender 5 (0,89) und bei Spender 6 (1,57) 
eine erhöhte Expression. Nach Behandlung mit PHA zeigten die Zellen von Spender 4 (–0,03) keine 




Tabelle 15: Zusammenstellung der miRNA-598-3p qPCR-Auswertung nach 72 h 
 


















Spender 4 8,13 8,97 -0,84 1,79 0,84 
Spender 5 7,63 9,07 -1,44 2,71 1,44 
Spender 6 7,61 8,42 -0,81 1,75 0,81 
+ murine 
Milzzellen 
Spender 5 9,08 9,96 -0,89 1,85 0,89 
Spender 6 7,80 9,37 -1,57 2,96 1,57 
+ PHA 
Spender 4 8,82 8,80 0,03 0,98 -0,03 
Spender 5 8,46 9,77 -1,31 2,48 1,31 
Spender 6 8,11 8,39 -0,28 1,22 0,28 
 MW±SD 8,20±0,54 9,09±0,58    
 
 
Student’s t-Test (ΔCt Max/ΔCt Iso); P = 0,007; Differenz der MW = -0,89; 
C.I. 95 % der Differenz vom MW [-1,49 bis -0,29] 
 
 
4.4.1.4.3 Zusammenfassung der qPCR-Ergebnisse: 
 
Humane CD4+ T-Zellen wurden mit dem MAX.16H5 IgG1 bzw. einem Isotyp IgG1 
Kontrollantikörper für 1 h inkubiert und anschließend für 72 h ohne Stimulation in Kultur 
gehalten oder mit murinen Milzzellen bzw. PHA stimuliert. Die Expression von miR-18a-3p 
und miR-598-3p wurde in den MAX.16H5 IgG1 behandelten Zellen im Vergleich zur 
Kontrollpopulation bestimmt. Es konnte gezeigt werden, dass die miR18a-3p keine einheitliche 
differentielle Expression hinsichtlich MAX.16H5 IgG1 Inkubation aufwies. Für die miR-598-
3p konnte nach MAX.16H5 IgG1-Inkubation eine signifikant erhöhte Expression nachgewiesen 
werden und somit erstmals eine Korrelation auf molekularer Ebene nach MAX.16H5 IgG1-







Die GvHD ist eine Hauptkomplikation nach allogener HSZT [59]. Nach wie vor ist die GvHD 
mit einer hohen Morbidität und Mortalität verbunden [14]. Die Behandlung und Prävention ist 
aktuell hauptsächlich auf systemisch wirkende immunsuppressive Therapien beschränkt [62]. 
Dies führt bei den Patienten zum einen zu mehr und ggf. schwer verlaufenden Infektionen, zum 
anderen zu einer Verminderung des gewünschten GvL-Effekts mit einem erhöhten Risiko für 
Tumorrezidive oder Tumorneubildungen [65]. Neue Therapieansätze, die eine GvHD 
unterdrücken, eine GvL-Reaktion jedoch unbeeinflusst lassen oder diese verstärken, sind 
deshalb Gegenstand intensiver Forschung [235]. 
In tierexperimentellen Studien konnte gezeigt werden, dass die Behandlung eines 
Transplantates aus murinen TTG-Milzzellen oder humanen CD4+ Zellen mit dem gegen 
humanes CD4-gerichteten Antikörper MAX.16H5 zu einer Verminderung der GvH-Reaktion 
in Mäusen führt [122–124]. In weiteren Untersuchungen konnte nachgewiesen werden, dass 
der GvL-Effekt von dieser Behandlung unbeeinflusst blieb [123, 124, 147]. 
Der Mechanismus, der dieser Immunzellmodulation durch CD4-gerichtete Antikörper 
zugrunde liegt, wird aktuell in weiterführenden Studien erforscht. Das Verständnis molekularer 
Mechanismen der Toleranz- und Anergieinduktion durch monoklonale Antikörper ist 
entscheidend für die Etablierung neuer Behandlungsstrategien und innovativer Therapieansätze 
[110, 174]. Cobbold et al. und Becker et al. beschreiben in ihren Übersichtsarbeiten 
unterschiedliche Mechanismen der Toleranzinduktion durch nicht-depletierende monoklonale 
Antikörper [174, 236]. Ein Mechanismus beschreibt die Modulation der Antigenstimulation 
über den TCR, wenn der CD4-Rezeptor durch einen Antikörper blockiert ist, was zur 
Differenzierung in eine anerge T-Zelle führt [236]. Anderen Hypothesen zufolge führt die 
Bindung des Antikörpers zu einer intrazellulären Signalkaskade, die die Differenzierung in 
iTregs induziert bzw. zur Aktivierung von Tregs führt [174, 236]. Diese tolerogenen T-Zellen 
unterdrücken ihrerseits die Effektorfunktionen alloreaktiver T-Zellen [174, 236].  
In der vorliegenden Arbeit stand die Frage im Mittelpunkt, inwieweit miRNAs bei der Toleranz 
und Anergieinduktion nach Bindung des gegen CD4-gerichteten Antikörpers MAX.16H5 eine 
Rolle spielen. Diese kurzen RNA-Moleküle übernehmen zahlreiche regulatorische Aufgaben 
in Zellen und haben entscheidenden Einfluss auf deren Funktionen [185, 186]. Es konnte 




eingreifen [186]. Deshalb ist es von besonderem Interesse, ob die Inkubation von CD4+ 
T-Zellen mit dem MAX.16H5 Antikörper zu einer Veränderung des miRNA-
Expressionsmusters führt und ob regulierte miRNAs für die toleranzinduzierenden 
Eigenschaften mitverantwortlich sind.  
Es wurde ein in vitro Stimulationsmodell etabliert, in dem isolierte CD4+ T-Zellen mit murinen 
Milzzellen einer TTG-Maus inkubiert wurden, um anschließend die Zellen phänotypisch zu 
analysieren. TTG-Mäuse besitzen Zellen, die transgen für humanes CD4 und HLA-DR3 sind, 
aber aufgrund eines knock out murines cd4 nicht exprimieren [124]. Dies ermöglicht eine 
Interaktion humaner CD4+ T-Zellen mit murinen transgenen APCs. In diesem Experiment 
wurde das miRNA-Expressionsmuster von unstimulierten, mit TTG-Milzzellen stimulierten 
und mit PHA stimulierten T-Zellen ermittelt. Die Expressionsanalyse erfolgte zum einen mit 
NGS, zum anderen mit qPCR. Verschiedene mode of action Modelle wurden untersucht.  
 
5.1 Die Expression von miR-18a-3p und der miR-17–92 Cluster 
 
In der Expressionsanalyse mittels NGS zeigte sich, dass verschiedene miRNAs nach 
Stimulation mit murinen Milzzellen bzw. PHA reguliert waren. Besonders interessant war 
hierbei die Regulation der miR-18a. Diese ist mit fünf anderen miRNAs (miR-17, 19a, 20a, 
19b-1, und 92-1) Teil des miR-17–92 Clusters [207].  
Wu et al. konnten in einem murinen, allogenen Transplantationsmodel zeigen, dass die 
Expression von miR-17–92 in den Spender-T-Zellen entscheidend für die GvHD-Pathogenese 
ist [206]. Transplantationen von T-Zellen mit einem miR-17–92 knock out führten zu einer 
verminderten GvH-Reaktion in den Empfängermäusen [206]. Es wurde nachgewiesen, dass 
miR-17–92 die CD4+ T-Zell-Aktivierung und -proliferation und die Th1-Differenzierung 
induziert, gleichzeitig aber eine Th2- und iTreg-Differenzierung unterdrückt [206]. Auch die 
Chemokinrezeptor- und Integrin-vermittelte Migration von CD4+ T-Zellen in die Zielorgane im 
Rahmen einer GvH-Organmanifestation ist miR-17–92 abhängig und bei knock out Zellen 
reduziert [206]. Der GvL-Effekt und die zytotoxische Funktion von CD8+ T-Zellen blieben vom 
miR-17–92 knock out unbeeinflusst [206]. Wurden P518 Mastozytomzellen mit T-Zell 
depletierten, syngenen Knochenmarkszellen kotransplantiert, kam es zu einer erhöhten 
Tumormortalität [206]. Wenn zusätzlich allogene T-Zellen transplantiert wurden, kam es bei 




Die Transplantation von miR-17–92 knock out T-Zellen führte neben einer verminderten GvHD 
bei erhaltener GvL-Reaktion zu einer verminderten Tumorlast [206]. 
Dies entspricht den Beobachtungen von Fricke et al., die in einem murinen, allogenen 
Transplantationssystem zeigten, dass die Inkubation eines allogenen Transplantats mit dem 
CD4-gerichteten Antikörper MAX.16H5 vor Applikation in die Spendermäuse zu einer 
verminderten GvHD bei erhaltender GvL-Reaktion führt [124]. 
Aufgrund dieser Befunde wurde bei der Auswertung der miRNA-Expressionsdaten der miR-
17–92 Cluster eingehend untersucht.  
In der NGS-Analyse konnte gezeigt werden, dass jene Zellen, die mit MAX.16H5 IgG1 
behandelt und 72 h mit PHA stimuliert wurden, die miR-18a-3p sowie die miR-92a-1-5p 
vermindert exprimierten. T-Zellen, die mit murinen Milzzellen stimuliert wurden, zeigten in 
diesem Experiment eine verminderte Expression der miR-18a-3p, die jedoch aufgrund geringer 
Count Zahl (< 10) für die Analyse nicht berücksichtigt wurde. Die genannten miRNAs sind 
Teil des miR-17–92-Clusters. Die anderen miRNAs dieses Clusters zeigten im NGS keine 
einheitliche Regulation zwischen den unterschiedlichen biologischen Spendern.  
Die zunächst nachgewiesene Regulation der miR-18a-3p konnte mittels qPCR in einem 
Wiederholungsversuch mit Zellen dreier weiterer biologischer Spender nicht bestätigt werden. 
Die miR-18a-3p zeigte hierbei ein uneinheitliches Regulationsmuster nach MAX.16H5 
IgG1-Behandlung. 
Zusammenfassend konnte in diesen Studien keine eindeutige Regulation der miR-18a, als Teil 
des miR-17–92 Clusters, nach MAX.16H5-Inkubation und Stimulation nachgewiesen werden.  
Die Diskrepanz der Ergebnisse kann zum einen aufgrund der interindividuellen Variabilität der 
Spenderzellen zustande gekommen sein, zum anderen liefern Screening-Untersuchungen wie 
NGS gerade bei geringer Regulation möglicherweise falsch-positive Ergebnisse [237]. 
Dennoch bleibt der miR-17–92 Cluster aufgrund seiner entscheidenden Funktion im Rahmen 
der GvHD und GvL für weitere Studien interessant. So werden im Verlauf die anderen miRNAs 
dieses Clusters auf ihre Regulation nach MAX.16H5-Behandlung hin untersucht werden. 
Außerdem ist die Untersuchung von Angriffspunkten des miR-17–92 Clusters, wie 
verschiedene Transkriptionsfaktoren auf mRNA bzw. Proteinebene, von besonderem Interesse. 
In zukünftigen Experimenten sollen mehrere Zeitpunkte für die miRNA-Analyse gewählt 




Daten in unstimulierten Zellen nach 72 h vermindert exprimiert. Auch diese Expression wird 
in zukünftigen Studien untersucht werden. 
 
5.2 Die Expression von miR-598-3p 
 
Der miR-598 werden in der Literatur tumorsuppressive Funktionen zugeschrieben. Eine 
verminderte Expression dieser miRNA war mit einer verstärkten Tumorgenese in 
Glioblastomen verbunden [210]. Eine Überexpression führte zu verminderter Zellproliferation 
und Invasion [210]. Auch die Proliferation, Migration und Invasion von Magenkrebszellen 
sowie Zellen von nicht-kleinzelligen Lungentumoren konnte durch miR-598 vermindert 
werden [238, 239]. 
In Verbindung mit Immunmodulation und Toleranzentwicklung wurde miR-598 unseres 
Wissens bisher nicht untersucht. Laut TargetScan Software (www.targetscan.org [212]) ist 
STAT1 ein potentieller Angriffspunkte der miR-598-3p. STAT1 ist ein Regulator der Th1-
Differenzierung, der downstream der INF-γ Signalkaskade liegt und den Transkriptionsfaktor 
T-box expressed in T cells (T-bet) aktiviert [213, 214]. Außerdem konnte STAT1 eine 
entscheidende Funktion im Rahmen der GvH-Pathogenese zugeschrieben werden [215]. Es 
konnte in einem murinen Modell gezeigt werden, dass die allogene Transplantation von STAT1 
knock out Milzzellen und CD4+ T-Zellen (Zellen von Balb/c Mäusen in C57BL/6 Mäusen) zu 
einer verringerten GvHD in den Empfängertieren führt [215]. Die Abwesenheit von STAT1 
führte zu einer verringerten Differenzierung von Th1-Zellen und einer verringerten 
inflammatorischen Antwort mit verringerter Expansion und Aktivierung der 
Donorlymphozyten [215]. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass STAT1 ein Inhibitor der 
nTregs und iTregs Differenzierung ist [215]. Ein STAT1 knock out führte hingegen in vitro und 
in vivo zu einer verstärkten Proliferation und einer verminderten Rate an Apoptose über 
activation induced cell death (AICD) unter Tregs [215]. Diese Tregs konnten nach 
Kotransplantation in einem allogenen Setting eine GvH-Reaktion verringern [215]. Dieselbe 
Arbeitsgruppe zeigte in einer weiteren Studie an einem murinen, allogenen 
Transplantationsmodell, dass eine GvHD mit einer starken Aktivierung von STAT1 in CD4+ 
und CD8+ T-Zellen einhergeht [216]. Eine andere Studie untersuchte STAT1 in einem murinen 
Kolitismodell und konnte darstellen, dass eine STAT1-Defizienz in CD4+ T-Zellen über eine 




durch NK-Zellen und damit zu verminderten inflammatorischen Symptomen führt [217]. Eine 
entscheidende Rolle spielt hierbei der Transkriptionsfaktor NOD-like receptor family CARD 
domain containing 5 (Nlrc5), der die MHC-I-Expression reguliert [217, 218]. 
Zusammenfassend kann STAT1 als wichtiger regulatorischer Transkriptionsfaktor der 
T-Zelldifferenzierung angesehen werden, dem eine entscheidende Rolle in der Regulation der 
Immunantwort und GvHD-Pathogenese zukommt [213, 215–217].  
In der NGS-Analyse konnte gezeigt werden, dass die Expression der miR-598 in Zellen, die 
mit MAX.16H5 behandelt und mit PHA stimuliert wurden, in allen drei biologischen 
Replikaten erhöht war. Die NGS-Analyse eines Spenders (Spender 2) zeigte jedoch zu geringe 
Counts (< 10), weshalb dieser in die Auswertung nicht miteinbezogen wurde. In jenen Zellen, 
die mit murinen Milzzellen stimuliert wurden, konnte bei einem Spender keine Regulation 
gesehen und bei einem anderen Spender eine verminderte Expression detektiert werden. In den 
nicht stimulierten Zellen zeigte sich ebenfalls keine Regulation dieser miRNA. Es zeigte sich 
je nach Stimulationsart ein uneinheitliches Bild der miR-598-3p Expression. Aufgrund der 
Methode des NGS und der teilweise niedrigen Counts ist die Aussagekraft jedoch 
eingeschränkt. Deshalb wurde das Experiment mit CD4+ T-Zellen dreier Spender wiederholt 
und die Expression von miR-598-3p mittels qPCR gemessen. Hierbei zeigte sich eine 
signifikant verstärkte Expression der miRNA. Nicht-stimulierte Zellen von Spender 4−6 und 
mit Milzzellen inkubierte Zellen von Spender 5 und 6 exprimierten verstärkt miR-598-3p. Bei 
den Zellen, die mit PHA stimuliert wurden, zeigte sich lediglich bei Spender 5 eine vermehrte 
Expression, bei Spender 4 und 6 war keine deutliche Regulation nachweisbar. 
Die qPCR-Daten demonstrieren eine Überexpression von miR-598-3p im Kontext der 
Behandlung mit MAX.16H5 IgG1 unabhängig vom biologischen Spender. Anders als in der 
NGS-Analyse zeigte die qPCR nur in einem Spender eine deutliche Regulation nach 
PHA-Stimulation.  
Die verstärkte Expression der miR-598-3p nach Inkubation mit MAX.16H5 könnte zu einer 
verringerten Expression von STAT1 führen, was in der T-Zelle einen regulatorischen oder 
tolerogenen Phänotyp induziert. Es wäre denkbar, dass es in den alloreaktiven Zellen durch 
Blockade der STAT1 vermittelten Expression proinflammatorischer Gene zu einer 
verminderten proinflammatorischen Immunantwort kommt. Auch die vermehrte Elimination 
dieser T-Zellen durch NK-Zellen wie oben beschrieben wäre ein möglicher Mechanismus der 




Diese Hypothesen werden in zukünftigen Studien überprüft werden. So wird miR-598-3p stabil 
in CD4+ Zellen eingebracht und überexprimiert, um diese anschließend phänotypisch zu 
analysieren. Die Expression und der Phosphorylierungsstatus von STAT1 in CD4+ T-Zellen 
nach MAX.16H5-Behandlung werden ebenfalls in zukünftigen Experimenten untersucht.  
Bisher ist miR-598-3p die einzige durch qPCR bestätigte miRNA, die in nicht-stimulierten 
CD4+ T-Zellen dreier unabhängiger Spender nach MAX.16H5-Inkubation vermehrt exprimiert 
war. Dies zeigt, dass unabhängig von der Stimulation die Bindung von MAX.16H5 an den 
CD4-Rezeptor zu einer Veränderung der miR-598-3p-Expression führte. Auch unabhängig von 
einer Funktion auf zellulärer oder molekularer Ebene kann diese Tatsache zur Etablierung eines 
Biomarkers für eine MAX.16H5-Inkubation genutzt werden. Um einen MAX.16H5 
spezifischen Effekt nachzuweisen, muss im Verlauf die Expressionsanalyse nach Inkubation 
mit weiteren CD4-gerichteten Antikörpern ergänzt werden.  
 
5.3 Die Differentielle Expression weiterer miRNAs 
 
Im Folgenden werden weitere miRNAs, die in der NGS-Analyse differentiell exprimiert waren 
und denen potenzielle Funktionen im Rahmen von Immunregulation und GvHD zugeschrieben 
werden, diskutiert.  
 
5.3.1 miR-223 
Für die miR-223 wurde eine vermehrte Expression in T-Zellen von Patienten mit rheumatoider 
Arthritis beobachtet [240]. Dies führte zu einer verminderten IL-10 Produktion, was den 
proinflammatorischen Zustand im Rahmen dieser Erkrankung begünstigen könnte [240]. Eine 
andere Studie konnte demonstrieren, dass es in Ratten im Kontext einer akuten GvHD zu einer 
verstärkten Expression von miR-223 in intestinalen T-Zellen kam [241].  
Die NGS-Daten zeigten, dass in unstimulierten CD4+ T-Zellen eine vermehrte Expression von 
miR-223-3p nach MAX.16H5-Inkubation beobachtet werden konnte. Andererseits kam es im 
Rahmen der Kokultur mit murinen Milzzellen zu einer verminderten Expression dieser miRNA 
nach MAX.16H5-Behandlung. Weitere Studien sind nötig, um diese Beobachtungen weiter zu 







Die miRNA let-7d spielt eine wichtige Rolle der Suppression von Th1-Zellen [242]. Tregs 
unterdrücken mit Hilfe des Transfers von Exosomen, die let-7d enthalten, die Th1-Proliferation 
und Zytokinsekretion von Effektor T-Zellen [242].  
Let-7d ist in unstimulierten Zellen nach MAX.16H5-Inkubation im NGS vermehrt exprimiert, 
während es jedoch in Zellen, die mit PHA stimuliert wurden, vermindert exprimiert war. 
 
5.3.3 miR-21 
Studien konnten zeigen, dass miR-21 eine Schlüsselrolle in der Regulation der Immunantwort 
zukommt, die entscheidend für die Balance zwischen pro- und antiinflammatorischen 
Zuständen ist [243]. In einer Arbeit wurde die Rolle von miR-21 im Rahmen der 
T-Zell-Aktivierung untersucht und diese als negativer Regulator identifiziert, dessen 
Expression TCR-Signaling in primären T-Lymphozyten beeinflusst [244]. Eine erhöhte 
miR-21-Expression führte zu einer abgeschwächten Stimulationsfähigkeit über die TCR 
vermittelte Signalkaskade [244]. Eine verminderte Expression führte zu einer verstärkten 
T-Zell-Aktivierung und INF-γ Sekretion [244]. In einem akutem GvHD-Modell in Ratten 
konnte in zirkulierenden T-Zellen eine erhöhte Konzentration von miR-21 gemessen werden 
[241]. Eine weitere Studie konnte miR-21 als positiven Regulator der FoxP3-Expression 
identifizieren [245]. Diese Daten ergeben ein komplexes Bild der Rolle von miR-21 im Rahmen 
der Immunregulation, die sowohl proinflammatorische Eigenschaften hat als auch 
toleranzinduzierende Mechanismen vermittelt [243–245]. 
In der NGS-Analyse zeigt sich ebenso ein differenziertes Bild der miR-21 Expression. In jenen 
Zellen, die mit PHA stimuliert und mit MAX.16H5 behandelt wurden, kam es zu einer 
vermehrten Expression von miR-21-3p. In Zellen, die mit murinen Milzzellen stimuliert 
wurden, war die Expression von miR-21-3p jedoch verringert. 
 
5.3.4 miR-181c 
Neben miR-21 konnten in einer anderen Untersuchung miR-181c, miR-31, miR-125a und miR-
374 in regulatorischen T-Zellen als Treg-Signatur-miRNAs nachgewiesen werden [245].  
Weitere Experimente konnten darlegen, dass miR-181c ein negativer Regulator der 




[246]. Eine Überexpression führt zu einer verminderten IL-2-Produktion und Proliferation von 
CD4+ T-Zellen [246].  
MiR-181c-5p zeigte nach MAX.16H5-Inkubation und PHA Stimulation eine verstärkte 
Expression. Um eine mögliche miR-181c-5p vermittelte IL-2-Regulation zu untersuchen, muss 
in weiteren Experimenten neben Analyse der miR-181c-5p-Expression die Sekretion und 
Konzentration von IL-2 mRNA in MAX.16H5-behandelten CD4+ T-Zellen untersucht werden. 
 
5.3.5 miR-10a 
Studien konnten zeigen, dass miR-10a vor allem in Tregs exprimiert wird und dass verminderte 
miR-10a-Expression zu einer verminderten FoxP3-Expression und Treg-Instabilität führt 
[247]. Eine weitere Arbeit untersuchte die Rolle von miR-10a im Rahmen der T-Zellplastizität 
und konnte nachweisen, dass diese miRNA die Differenzierung naiver T-Zellen in follikuläre 
T-Helferzellen und Th17-Zellen unterdrückt [248]. 
Die NGS-Analyse zeigte, dass in der MAX.16H5 Population, die mit PHA stimuliert wurde, 
miR-10a-5p hochreguliert war.  
 
5.3.6 miR-150 
Die miR-150 hat wichtige Funktionen in der Immunzelldifferenzierung und im Rahmen der 
Regulation einer Immunantwort [249]. Die miRNA kann die CD4+ T-Zellproliferation und 
Aktivierung inhibieren [250]. Es konnte gezeigt werden, dass die miR-150 Expressionslevel in 
T-Zellen von Patienten mit akuter GvHD vermindert sind [251]. 
Das NGS-Screening zeigt, dass in Zellen, die mit murinen Milzzellen stimuliert und mit 
MAX16H5 behandelt wurden, miR-150-3p vermehrt exprimiert war.  
 
5.3.7 miR-199a 
Die miR-199a-3p wurde in einer Studie als Plasmabiomarker für akute GvHD untersucht [252]. 
Neben anderen miRNAs (miR-423, miR-93, miR-377, miR-155 und miR-30a) war miR-199a-
3p in Patienten mit akuter GvHD signifikant erhöht und wird auf seine Eignung als prädiktiver 
und prognostischer Marker untersucht [252]. Im NGS-Screening ist die miR 199a 3p in CD4+ 
Zellen, die mit PHA inkubiert wurden, in der MAX.16H5 behandelten Gruppe in 3/3 Spendern 






MiR-155 ist als ein wichtiger Regulator der T-Zell-Aktivierung bekannt [253]. So führt eine 
Überexpression von miR-155 zu einem verstärkten Th1-Phänotyp, während eine verminderte 
Expression die Zelle in Richtung Th2 differenzieren lässt [254, 255].  
In T-Zellen von Mäusen, bei denen durch allogenen T-Zelltransfer eine akute GvHD ausgelöst 
wurde, war eine Erhöhung der miR-155-Expression zu beobachten [256]. Die Transplantation 
von miR-155 defizienten, allogenen Spenderlymphozyten führte zu einer verringerten GvH-
Reaktion in diesem Mausmodell, während die Überexpression eine verstärkte GvHD auslöste 
[256]. Der GvL-Effekt war von der verminderten miR 155 Expression nicht beeinflusst. Die 
Kotransplantation von miR-155 negativen, allogenen Milzzellen mit P815-Leukämiezellen in 
die Empfängermäuse führte zu einer verminderten Tumorprogression im Vergleich zu den 
Kontrolltieren (Transplantation von P815-Zellen ohne Milzzellen) [256]. Die verminderte 
GvH-Reaktivität wird durch eine veränderte chemokinabhängige Zellmigration moduliert, die 
wiederum durch miR 155 abhängige Expression von Chemokinrezeptoren (CCR5 und 
CXCR4) gesteuert wird [255]. In Patienten mit akuter GvHD konnte zudem in histologischen 
Proben des GI-Traktes eine vermehrte miR-155-Expression nachgewiesen werden [256]. Die 
Expression der miR 155 wird durch die Aktivierung der T-Zelle verstärkt [253, 254]. Die NGS-
Analyse zeigte, dass Zellen, die mit murinen Milzzellen in Kokultur inkubiert und mit 
MAX.16H5 IgG1 behandelt wurden, eine verminderte miR-155-5p-Expression im Vergleich 
zur Kontrollgruppe aufwiesen. Dies stimmt mit der Beobachtung einer verminderten 
Aktivierung (verminderte CD25-Expression) nach Kokultur und MAX.16H5-Inkubation 
überein. 
Ob ein Zusammenhang zwischen verminderter miR-155-Expression in diesen Zellen und einer 
MAX.16H5-vermittelten Toleranzinduktion besteht, muss in zukünftigen Experimenten 
untersucht werden. Dabei muss die Expression der miR-155 nach Antikörperinkubation und 
Stimulation in dem etablierten Modell untersucht werden. Interessant wäre es außerdem, die 
miR-155-Expression in isolierten CD4+ T-Zellen zu untersuchen, die zuvor mit MAX.16H5 
inkubiert und in murine Modelle transferiert wurden. 
 





NGS hat sich neben Microarrays und der qPCR zu einer Standardmethode für 
Expressionsanalysen von miRNAs entwickelt [224, 257, 258]. Es bezeichnet die sogenannte 
Second-Generation des Sequenzierens nach der als First-Generation bezeichneten Sanger-
Methode [259, 260]. 
NGS wird hierbei vor allem als Screeninginstrument zur Analyse großer RNA-Mengen 
verwendet, also z. B. zur Evaluation von miRNA-Profilen von verschiedenen Zellpopulationen 
in unterschiedlichen Zuständen [224]. In der vorliegenden Arbeit wurden die 
Expressionsprofile von MAX.16H5 behandelten CD4+ Zellen im Vergleich zu einer mit einem 
Kontrollantikörper behandelten Zellpopulation untersucht. 
Der Vorteil des NGS liegt in der hohen Sensitivität der Methode, selbst sehr selten 
vorkommende Moleküle können damit detektiert werden [258]. Dies ermöglicht die Analyse 
von Transkripten mit geringer Expression [258]. Außerdem lassen sich auch sehr ähnliche 
Sequenzen klar unterscheiden, was bei der Analyse von verwandten miRNAs und der 
Unterscheidung zwischen prozessierten und unreifen miRNAs wichtig ist [258]. Zusätzlich 
können mit dieser Methode bisher nicht entdeckte miRNAs identifiziert werden [224]. 
Für den in dieser Arbeit verfolgten Ansatz zur Identifikation potenziell regulierter miRNAs 
wurde der im Material- und Methodenteil ausführlich beschriebene deskriptive 
Analysealgorithmus verwendet. Zusätzlich zu diesem Algorithmus gibt es jedoch eine Reihe 
von komplexen R-basierten, bioinformatischen Analysetools wie limma-voom, DESeq2 oder 
EdgeR, die mit Hilfe linearer Modelle differentielle Genexpression schätzen [228, 261–263]. 
Mit Hilfe dieser Analysesoftware können statistische Unterschiede in der differentiellen 
Expression mit größerer Genauigkeit untersucht werden, vor allem bei wenigen biologischen 
Replikaten [264]. Es wird außerdem für jedes untersuchte Gen durch multiples Testen eine 
Wahrscheinlichkeit für falsch-positive Ergebnisse (false discovery rate) angegeben, die bei 
Methoden wie NGS ein Problem darstellen, d. h. die Anzahl differentiell regulierter Gene wird 
mittels NGS häufig überschätzt [265–267]. Die Qualität und statistische Interpretierbarkeit der 
Daten hängt stark von der Anzahl der biologischen Replikate und der interindividuellen 
Variabilität der biologischen Replikate ab [264, 268, 269]. 
In dieser Arbeit sollte im Rahmen der NGS-Analyse keine statistische Aussage über die 
differentielle miRNA-Expression gemacht werden, sondern das Expressionsprofil deskriptiv 
dargestellt werden. Die beschriebenen miRNAs werden in weiteren Studien mit zusätzlichen 




Entscheidend für die Qualität der Daten ist die Reinheit der Zellpopulation vor der Analyse. So 
unterscheiden sich miRNA-Expressionslevel stark zwischen unterschiedlichen Zellreihen und 
Subtypen [224]. Die etablierten Separationsschritte in den durchgeführten Experimenten sind 
daher für die miRNA-Expressionsanalyse unabdingbar. Dennoch unterscheiden sich miRNA-
Levels auch zwischen aktivierten und ruhenden T-Zellen sowie im Verlauf der 
T-Zelldifferenzierung [270, 271]. In unseren Studien besteht die analysierte Population nach 
Stimulation zu unterschiedlichen Teilen aus aktivierten und ruhenden T-Zellen, weshalb die 
erhaltenen Daten gemittelt über die gesamte Zellpopulation interpretiert werden müssen.  
Die Stimulationsmechanismen von T-Zellen zwischen PHA und jener mit murinen Milzzellen 
einer TTG-Maus unterscheiden sich grundlegend. PHA ist ein pflanzliches Lektin, welches als 
selektives Mitogen für T-Zellen gilt und zur starken Aktivierung und Proliferation von T-Zellen 
führt [272]. Es ist nicht auszuschließen, dass diese nicht-physiologische, polyklonale 
Aktivierung zusätzliche Veränderung in der miRNA-Expression bewirkt, die die erhaltenen 
Ergebnisse in ihrer Interpretierbarkeit beeinflussen.  
Die Stimulation in den Kokulturen erfolgte über den physiologischen Weg des T-Zellrezeptor-
HLA-Komplexes. Deshalb sind die erhaltenen Ergebnisse zwischen den Stimulationsgruppen 
nur unter Vorbehalt zu vergleichen. Die Wirkung von MAX.16H5 auf die miRNA-Expression 
wurde deshalb im Kontext der Aktivierungsart separat untersucht und dargestellt. 
Für zukünftige Experimente wäre es interessant, neben der PHA und der Kokultur andere 
T-Zell-Aktivierungsstimuli, wie etwa anti-CD3/CD28-Beads, zu verwenden. Diese induzieren 
ebenfalls eine polyklonale T-Zellexpansion, binden aber selektiver an den T-Zell-Rezeptor-
Komplex [273]. 
Entscheidend für jegliche Art des Expressionsscreenings (Microarray oder NGS) ist die 
anschließende Prüfung der Ergebnisse mit qPCR [223].  
Dies wurde für zwei miRNAs (miR-18a-3p und miR-598-3p) durchgeführt. Es zeigten sich teils 
deutliche Unterschiede zwischen den NGS-Daten und der qPCR-Untersuchung, was die 
Notwendigkeit der Bestätigung durch andere Methoden unterstreicht und die Schwierigkeiten 
bei der Interpretation von Screeningdaten aufzeigt. Die genannten miRNAs wurden aufgrund 
von formulierten Hypothesen auf Grundlage von Literaturdaten untersucht. Die weiteren, im 






5.5 Die Etablierung eines in vitro Stimulationsmodells 
 
Im Rahmen dieser Arbeit wurde das miRNA-Expressionsprofil von humanen CD4+ T-Zellen 
nach Inkubation mit dem CD4-gerichteten MAX.16H5 Antikörper untersucht.  
Es konnte in mehreren murinen Modellen gezeigt werden, dass die ex vivo-Behandlung eines 
Transplantats mit murinem MAX.16H5 IgG1 und chimärem MAX.16H5 IgG4 zu einer 
verminderten GvHD führt [122–124]. Dies konnte sowohl nach Transplantation von transgenen 
murinen T-Zellen (TTG-Maus) als auch von humanen CD4+ Zellen in einem NSG-Mausmodell 
nachgewiesen werden [122–124]. In beiden Modellen führte die Bindung von MAX.16H5 an 
die Zielzelle zu einer Toleranzinduktion und in Folge dessen zu einer verminderten 
proinflammatorischen Immunantwort im Spender [122–124, 147]. Dabei treffen T-Zellen, 
deren CD4-Rezeptor durch den MAX.16H5 Antikörper blockiert ist, nach Injektion auf ein 
allogenes bzw. xenogenes Antigenmilieu. Die Blockade des CD4-Rezeptors im Kontext der 
Präsentation von Fremdantigen führt über einen bisher nicht vollständig verstandenen 
Mechanismus zur Toleranzentwicklung [164–167, 174]. Es konnte gezeigt werden, dass die 
Immunisierung von TTG-Mäusen mit Tetanustoxoid nach Gabe von MAX.16H5 IgG1 
Antikörper zu einer verminderten humoralen Immunantwort gegen das Antigen ohne 
T-Zelldepletion führt [157]. Eine weitere Applikation von Tetanustoxoid ohne zusätzliche 
MAX.16H5 IgG1-Behandlung konnte keine Immunantwort auslösen. Gegenüber anderen 
Antigenen konnte jedoch eine Immunantwort induziert werden [157]. Es zeigte sich also ein 
langanhaltender antigenspezifischer nicht-depletierender T-Zelltoleranzeffekt von MAX.16H5 
[157]. In dem speziellen TTG-Mausmodell kommt es zur Etablierung einer immunologischen 
Synapse zwischen dem humanen CD4- und HLA-DR-Molekül, die für eine antigenspezifischen 
T-Zellimmunantwort entscheidend ist [155, 157]. Diese Befunde legen nahe, dass der 
MAX.16H5 Antikörper zu keiner absoluten Immunsuppression führt [157]. Gegenüber 
Antigenen, die im Kontext einer MAX.16H5 Bindung an den CD4-Rezeptor präsentiert 
werden, kommt es jedoch zu einer Toleranzinduktion [157]. Im Rahmen einer HSZT bedeutet 
das, dass eine Inkubation des Transplantates mit MAX.16H5 zu einer CD4-Blockade der 
T-Zellen führt. Nach Transfer in den Spender steht das CD4-Molekül nicht für die Ausbildung 
einer immunologischen Synapse zur Verfügung. Gegenüber den Empfängerantigenen wird 
somit eine verminderte Immunreaktion ausgelöst bzw. Toleranz induziert und eine GvHD 




MAX.16H5 an den CD4-Rezeptor wurde ein in vitro Stimulationssystem etabliert, welches 
eine Allograft-Situation nachbilden soll.  
Zum einen wurden nicht nur ruhende T-Zellen nach Antikörperinkubation untersucht, sondern 
diese mit murinen Milzzellen bzw. PHA stimuliert, um eine phänotypische Veränderung durch 
MAX.16H5 im Kontext einer Zellaktivierung zu untersuchen. Zum anderen sollte durch die 
Kokultur mit murinen Milzzellen einer TTG-Maus mit humanen CD4+ Zellen die Situation der 
murinen Transplantationssysteme der in vivo Studien in vitro nachgebildet werden [122, 124, 
155, 157]. Humane CD4+ Zellen trafen in Kokultur auf murine HLA-DR3 exprimierende Zellen 
und eine MAX.16H5-Behandlung sollte die Stabilisierung der immunologischen Synapse 
verhindern. Anschließend konnte der Phänotyp der T-Zelle untersucht werden. Hierfür musste 
die humane CD4+ Zellpopulation der Kokulturansätze von murinen Stimulatorzellen getrennt 
werden. Um die zu untersuchende CD4+ Population von der murinen Kokultur zu separieren, 
wurden zunächst positive (humanes CD3) und negative (murines cd45) MACS-
Separationsstrategien auf ihre Eignung untersucht. Aufgrund der erhobenen Daten wurden die 
murinen cd45+ Zellen mittels negativer Separation aus den Kokulturen entfernt. FACS-
Analysen zeigten, dass in den Zellpopulationen, deren miRNA-Expressionsprofile untersucht 
wurden, keine murinen Zellen mehr nachweisbar waren. 
Mit Hilfe dieses in vitro Modells kann in Zukunft eine weitere Phänotypisierung MAX.16H5 
behandelter CD4+ T-Zellen hinsichtlich Genexpression, intrazellulärer Signalkaskaden (AP-1, 
Lck, ZAP-70), Transkriptionsfaktoraktivierung (FoxP3, STAT3, STAT1, STAT5, SMADs), 
Zytokinsekretion etc. unternommen werden [274–278]. Das Modell ist einfach, kostengünstig 
und in seinem Einsatz und seiner Modifikationsfähigkeit sehr variabel. Zum Vergleich wäre es 
zusätzlich interessant, die Kokultur nicht nur mit Milzzellen einer TTG-Maus durchzuführen, 
sondern Milzzellen einer C57Bl/6 Wildtyp-Maus zu verwenden. 
Die CD4+ T-Zell-Aktivierung durch APCs ist ein komplexer Prozess, dessen Grundlage die 
Interaktion des T-Zell-Rezeptor Komplexes mit Antigen-präsentierenden MHC-II-Molekülen 
unter Einbeziehung zahlreicher Korezeptoren ist [279]. Um diese Situation in vitro 
nachzubilden, gibt es unterschiedliche experimentelle Ansätze: Polyklonale 
Stimulationsmethoden mit PHA oder anti-CD3/CD28-Beads aktivieren T-Zellen unabhängig 
von ihrer T-Zell-Rezeptor Spezifität, was zu einer starken Proliferation führt [280]. Der Vorteil 
dieser Systeme ist die effiziente T-Zell-Aktivierung und Expansion; der Nachteil liegt darin, 




[280–282]. Das in dieser Arbeit beschriebene in vitro Stimulationsmodell versucht, wie oben 
beschrieben, eine spezifische und physiologische Aktivierung alloreaktiver T-Zellen zu 
erreichen, um somit die in vivo Situation besser nachzubilden. Eine andere Methoden hierfür 
ist der Einsatz artifizieller antigenpräsentierender Zellen (AAPC) [281]. Hierbei handelt es sich 
um gentechnisch modifizierte Zelllinien, die Kostimulatoren und MHC-Moleküle exprimieren, 
welche bestimmte Peptide präsentieren und somit T-Zellen antigenspezifisch aktivieren [281]. 
Ein anderer Ansatz sind lösliche Peptid-MHC-Tetramere, die T-Zellen ebenfalls 
antigenspezifisch stimulieren [283]. Die Etablierung von in vitro Stimulationsmodellen für 
T-Zellen ist entscheidend zur Untersuchung immunologischer Prozesse und für die 
Entwicklung neuer Therapieansätze [283, 284]. Durch Modulation der 
Inkubationsbedingungen, wie den Zusatz von Zytokinen oder die unterschiedliche Expression 
von Korezeptoren, kann die Differenzierung von T-Zell-Subtypen untersucht und beeinflusst 
werden [283, 284].  
Zur Einschränkung des etablierten Stimulationsmodells muss erwähnt werden, dass es sich bei 
diesem in vitro-Modell um ein artifizielles System handelt. Der GvHD liegt eine komplexe 
Pathogenese mit zahlreichen darin involvierten Zell-Subtypen zugrunde [69]. Die vielseitigen 
Interaktionen mit anderen Immunzellen des Transplantats und des Spenders sowie das 
komplexe Zytokinmilieu in einem in vivo Modell lassen sich in diesem in vitro-System nicht 
ausreichend abbilden. Unterschiedliche Organe sind im Rahmen der GvHD-Progression 
unterschiedlich stark betroffen und die unterschiedlichen zellulären Bedingungen scheinen 
hierbei eine Rolle zu spielen [59]. Dies lässt sich in dieser in vitro Kultur ebenfalls nicht 
nachbilden. Mögliche beobachtete Effekte können nicht ohne Einschränkung auf die murinen 
Transplantationsmodelle umgelegt werden. Auch die interindividuelle Variabilität der Spender 
muss bei der Beurteilung der Ergebnisse berücksichtigt werden. Dennoch ist der Ansatz einer 
anwendbaren in vitro-Methode zur phänotypischen Untersuchung von CD4+ T-Zellen im 
Kontext von Antikörperinkubation und unterschiedlicher Stimulationsarten ein wichtiger 
Beitrag zur präklinischen Analyse des MAX.16H5 Antikörpers. 
 
5.6 Verminderte T-Zell-Aktivierung durch MAX.16H5 IgG1 
 
In einem Experiment konnte gezeigt werden, dass die Inkubation von CD4+ T-Zellen mit 




verminderten Aktivierung im Vergleich zu der Kontrollpopulation führt. Als Marker für die 
Aktivierung der T-Zellen wurde die CD25-Oberflächenexpression gemessen. CD25 (IL-2-
Rezeptor alpha) ist Teil des IL-2-Rezeptors und wird nach Aktivierung der T-Zelle mit 
Mitogenen (z. B. PHA) oder über Antigenerkennung mittels T-Zell-Rezeptor hochreguliert 
[285]. Dies führt zur vermehrten Bindung von IL-2, welches die Aktivierung und Proliferation 
von T-Zellen unterstützt [285]. Auch Tregs exprimieren vermehrt CD25 und binden IL-2, 
zeigen aber ein verändertes intrazelluläres Signaling, welches zu einem hyporesponsiven 
Zustand führt [286]. 
Die Bindung von MAX.16H5 IgG1 an CD4
+ T-Zellen führte in Kokultur nach 24 h und 72 h zu 
einer signifikant verminderten CD25-Expression. Jene Zellen, die nicht stimuliert wurden bzw. 
mit PHA inkubiert wurden, zeigten keinen signifikanten Unterschied in der Aktivierung 
zwischen MAX.16H5- und Isotyp-Kontrollgruppe. Zellen, die mit dem Kontrollantikörper 
behandelt und mit murinen Milzzellen stimuliert wurden, zeigten nach 72 h eine erhöhte, aber 
nicht statistisch signifikant vermehrte Expression von CD25 im Vergleich zu den 
unstimulierten Kontrollzellen. In weiteren Untersuchungen werden in diesem Modell die 
Stimulation und Aktivierung der T-Zellen über einen längeren Zeitraum untersucht werden. 
Möglicherweise sind 72 h ein zu kurzer Zeitraum für eine starke T-Zell-Aktivierung- und 
Expansion. So wurde in einer Studie gezeigt, dass die maximale CD25-Expression in einer 
mixed lymphocyte reactions (MLR) aus humanen T-Zellen und dendritischen Zellen am Tag 9 
erreicht wurde [287].  
Es lässt sich zusammenfassend feststellen, dass MAX.16H5 in diesem experimentellen Setting 
nach Inkubation mit murinen TTG-Milzzellen zu einer verminderten CD25-Expression führt. 
MAX.16H5 führt aber zu keiner generellen Suppression von CD4+ T-Zellen, wie die deutliche 
Aktivierung nach Stimulation PHA zeigt.  
In einer zweiten Studie war die Expression von CD25 nach MAX.16H5-Behandlung und 
Stimulation mit murinen Milzzellen ebenfalls verringert, jedoch im Vergleich zur 
Kontrollgruppe nicht signifikant unterschiedlich. In diesem Experiment wurde im 
Stimulationsansatz jedoch ein Verhältnis von humanen CD4 zu murinen Milzzellen von 2:1 
gewählt, während in dem anderen beschriebenen Experiment ein Verhältnis von 10:1 
(Spender 1) bzw. 8,2:1 (Spender 2 und 3) untersucht wurde. Des Weiteren musste der 




Kontamination aus der Analyse entfernt werden, weshalb die Aussagekraft statistisch 
eingeschränkt ist.  
Für weitere Studien muss die Kinetik der T-Zellstimulation weiter untersucht werden. In diesem 
Ansatz wurden lediglich 24 h und 72 h untersucht. In verschiedenen Studien, in denen humane 
T-Zellen in MLR untersucht wurden, waren die Zellen oft deutlich länger (bis zu 9 Tagen) in 
Kokultur, um Proliferation und Aktivierung zu untersuchen [288, 289].  
In zukünftigen Untersuchungen wäre es zudem interessant, die Proliferation der CD4+ T-Zellen 
in diesem experimentellen Setting zu bestimmten (³H-Thymidin-Assay, CFSE Färbung), um zu 
untersuchen, wie sich diese im Vergleich zur Aktivierung verhält.  
PBMCs sind einfach und kostengünstig zu gewinnen und verschiedene Zellpopulationen 
können daraus aufgereinigt und separiert werden. Dies ermöglicht zahlreiche in vitro 
Experimente an frisch-isolierten humanen Immunzellen [290, 291]. Reproduzierbare 
Ergebnisse an unterschiedlichen biologischen Replikaten sind außerdem sehr aussagekräftig.  
Hierbei zeigt sich aber auch ein Nachteil der Verwendung von PBMCs: Es besteht bei der 
Verwendung unterschiedlicher Spender eine hohe interindividuelle phänotypische Variabilität 
[290, 291]. Außerdem setzt sich etwa eine isolierte CD4+ T-Zellpopulation ihrerseits aus 
weiteren Subtypen (Th1, Th2, Treg, etc.), aus naiven und aktivierten T-Zellen sowie 
Gedächtniszellen zusammen [291]. Expressionsunterschiede, etwa von miRNAs, müssen im 
Kontext dieser Inhomogenität interpretiert werden. Außerdem muss bei der Verwendung von 
PBMCs berücksichtigt werden, dass im Blut zirkulierende Immunzellen sich deutlich von 
Immunzellen unterscheiden, die bereits in Gewebe migriert sind [290]. Insbesondere bei der 
GvHD spielen Wechselwirkungen mit verschiedenen organspezifischen Zelltypen eine 
wichtige Rolle im Rahmen der Pathogenese [59].  
Durch die Verwendung von standardisierten T-Zelllinien, wie etwa Jurkat-Zellen, können 
Fehler durch interindividuelle Unterschiede verringert werden [292]. Jedoch zeigen diese 
immortalisierten Zelllinien ihrerseits zahlreiche Mutationen und genomische Instabilitäten, 
wodurch sich ihre Expressionsmuster und Signaltransduktionsmechanismen verändern können 
[292]. 
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Die akute Graft-versus-Host-Krankheit (GvHD) ist eine der Hauptkomplikationen nach einer 
allogenen hämatopoetischen Stammzelltransplantation, die die Effizienz der Therapie und 
deren Einsatz limitiert. Aktuelle Präventionsstrategien und Therapien beinhalten systemisch 
wirkende Immunsuppressiva. Diese haben oft zahlreiche Nebenwirkungen und erhöhen die 
Rate von Tumorrezidiven und schweren Infektionen. Therapierefraktäre Verläufe der GvHD 
sind häufig und können mit einer schlechten Prognose vergesellschaftet sein. Neuartige 
Präventions- und Behandlungsansätze sind daher Gegenstand intensiver Forschung. Eine 
zentrale Rolle in der Pathogenese der akuten GvHD spielen CD4+ T-Zellen. Alloreaktive 
T-Zellen vermitteln eine proinflammatorische Immunantwort, produzieren entsprechende 
Zytokine und aktivieren weitere Effektorzellen. Diese Immunkaskade induziert eine 
systemische Entzündungsreaktion und führt zu Organ- und Gewebsschädigung. Der 
spezifischen Modulation dieser alloreaktiven CD4+ T-Zellen hin zu einer Toleranzentwicklung 
gegenüber dem Empfängergewebe wird eine große Bedeutung in der Entwicklung innovativer 




Es konnte in murinen Modellen gezeigt werden, dass die ex vivo-Behandlung eines allogenen 
bzw. xenogenen Transplantats mit dem CD4-gerichteten nicht-depletierenden Antikörper 
MAX.16H5 zu einer verminderten GvH-Reaktion führte. Eine Beeinträchtigung des Graft-
versus-Leukämie-Effekts war nicht nachweisbar. Toleranzinduktionen durch monoklonale 
Antikörper gegen Oberflächenrezeptoren von Immunzellen im Rahmen von 
Autoimmunerkrankungen und GvHD werden in zahlreichen Studien untersucht. Darüber 
hinaus ist bekannt, dass in der GvHD-Pathogenese bestimmte microRNAs, 17 bis 25 
Nukleotide lange, nicht kodierende, einzelsträngige RNA-Moleküle, eine Schlüsselrolle 
spielen. Die molekularen Mechanismen, die der Toleranzentwicklung des MAX.16H5 
Antikörpers zugrunde liegen, sind jedoch nicht abschließend geklärt.  
Daher war es Ziel der vorliegenden Doktorarbeit (i) ein in vitro Stimulationsmodell für 
weitergehende Untersuchungen am MAX.16H5 Antikörper zu etablieren und (ii) durch 
Quantifizierung der microRNA-Expression unter T-Zellstimulierung zur Aufklärung von 
molekularen Mechanismen der Toleranzinduktion des Antikörpers beizutragen.  
Das etablierte in vitro Stimulationsmodell diente zur Analyse und Phänotypisierung von CD4+ 
T-Zellen nach Antikörperinkubation und Stimulation. Es konnte gezeigt werden, dass eine 
MAX.16H5-Behandlung zu einer verminderten Aktivierung (CD25-Expression) von T-Zellen 
nach 24 h und 72 h in Kokultur mit murinen Milzzellen bei einem 10:1 bzw. 8,2:1 Verhältnis 
(humane CD4+ T-Zellen zu murinen Milzzellen) führte. Dieses Modell kann als Grundlage für 
weitere in vitro Studien dienen, um Prozesse der Toleranzinduktion durch monoklonale 
Antikörper zu untersuchen, und liefert einen wichtigen Beitrag für die präklinische Analyse des 
MAX.16H5 Antikörpers im Hinblick auf die Entwicklung funktioneller Tests. 
Weiterhin wurde in dieser Arbeit die Expression von microRNAs in CD4+ T-Zellen nach 
Bindung des MAX.16H5 Antikörpers untersucht. Hierzu wurden humane CD4+ T-Zellen mit 
dem MAX.16H5 Antikörper behandelt und (i) ohne Stimulation, (ii) mit murinen Milzzellen 
bzw. (iii) mit Phytohämagglutinin inkubiert. Das microRNA-Expressionsprofil wurde mit Next 
Generation Sequencing bestimmt. In dieser Screeninganalyse wurden zahlreiche microRNAs 
gefunden, die unter den verschiedenen Stimulationsbedingungen nach MAX.16H5-Inkubation 
differentiell exprimiert waren. Die Expression der miR-18a-3p und miR-598-3p wurde 
anschließend mit qPCR näher untersucht. Eine statistisch signifikante Regulation konnte für 
miR-598-3p nach 72 h Inkubation nachgewiesen werden. Es ist der bisher einzige Hinweis auf 




Ob dieser Unterschied funktioneller Natur, im Sinne eines Toleranz-induzierenden Phänotyps 
ist, werden zukünftige Studien zeigen. Zudem wird aktuell die miR-598-3p als potenzieller 
Biomarker für den Nachweis einer erfolgreichen Inkubation mit MAX.16H5 untersucht, was 
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